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Zusammenfassung 

 

Das Phytohormon Abscisinsäure (ABA) ist ein zentraler Regulator bei der Anpassung 

an abiotische Stressfaktoren wie Trockenheit, Kälte und Salinität. Außerdem stellt es 

einen Antagonisten zu den wachstumsfördernden Pflanzenhormonen dar. Die ABA-

Wahrnehmung besteht dabei aus zwei Schlüsselelementen; den Regulatory 

Component of ABA Receptors (RCARs) bzw. die Pyrabactin resistant/PYR1-like 

proteins und einer Reihe von Proteinphosphatasen des Typs 2C (PP2Cs). Insgesamt 

wurden im Genom von Arabidopsis thaliana 14 unterschiedliche RCARs identifiziert, 

die auf Basis ihrer Sequenzhomologien in drei verschiedene Untergruppen eingeteilt 

werden. Ihnen gegenüber stehen neun PP2Cs, die über die Inhibierung der Sucrose 

non-fermenting-Related Protein Kinase 2 (SnRK2s) als negative Regulatoren 

physiologische Prozesse wie Wurzelwachstum, Keimung oder die Schließung der 

Spaltöffnungen kontrollieren. Die RCAR-Proteine verfügen über eine hydrophobe 

Bindetasche, welche mit dem Liganden ABA interagiert. Durch die Bindung des 

Phytohormons wird eine Konformationsänderung induziert, die in einer Inhibierung 

der Aktivität der mit den RCARs in Komplex befindlichen PP2Cs resultiert. Durch die 

Inaktivierung der enzymatischen Aktivität der PP2Cs werden die SnRK2s aktiviert, 

die als positive Regulatoren des ABA Signalweges fungieren.  

In dieser Arbeit wurden erstmals alle 14 RCARs aus Arabidopsis thaliana in 

Kombination mit den Proteinphosphatasen ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA getestet. 

Es konnte festgestellt werden, dass in vitro eine Regulation der Proteinphosphatasen 

durch einige der RCARs bereits in Abwesenheit des Liganden stattfand, welche nicht 

nur vom eingesetzten regulatorischen Protein, sondern ebenfalls von der beteiligten 

Proteinphosphatase abhängig war. Des Weiteren ergab sich, dass, im direkten 

Vergleich der drei RCAR-Untergruppen, die dritte Untergruppe der RCARs nur eine 

schwache inhibitorische Wirkung besaß und PP2CA von allen PP2Cs resistenter 

gegen die Regulation der RCARs in Abwesenheit des Liganden war. RCAR4 

kristallisierte sich als das Protein mit der stärksten ABA-unabhängigen Regulation 

heraus. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass, mit Ausnahme der HAB1-RCAR7-

Kombination, alle 14 RCARs in der Lage waren die vier Proteinphosphatasen mit 

unterschiedlicher Effizienz in vitro ABA-abhängig zu inhibieren. Hierbei waren von 

den 56 untersuchten Kombinationen 5% bereits in der Lage bei einer sehr niedrigen 
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und physiologisch relevanten ABA-Konzentration (30 nM) die Aktivität der PP2Cs 

stark zu reduzieren. Die Kombination mit der PP2C war dabei entscheidend für die 

Effektivität des regulatorischen Proteins. Eine Reihe von identifizierten PP2C-RCAR-

Komplexen, deren Aktivität erst bei sehr hohen ABA-Konzentrationen reguliert wurde, 

könnte von biologischer Bedeutung sein um bei erhöhten ABA-Konzentrationen eine 

basale PP2C-Aktivität in den Pflanzen aufrechtzuerhalten. 

Um eine genauere Vorstellung zur Spezifität und Flexibilität der molekularen 

Interaktionen der ABA-Bindung zu erhalten, wurden ABA-analoge Substanzen und 

ihre Stereoisomere getestet. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die RCAR-

Proteine über eine hohe Stereoselektivität verfügten und R-ABA eine um mindestens 

Faktor 100 geringere Aktivität als ABA besaß. Die chemischen Modifikationen der 

ABA-Analogen zeigten, dass die Bindungstasche über eine hohe Flexibilität verfügt 

und Liganden über ein Netzwerk spezifischer Wechselwirkungen polarer 

Aminosäurereste gebunden werden.  

Des Weiteren wurde Lunularsäure (LA), ein Wachstumsregulator mit zu ABA 

ähnlichen Eigenschaften, aus Marchantia polymorpha untersucht. Die verwandte 

Struktur und ähnliche biologische Aktivität gegenüber ABA führte zu der Vermutung, 

dass dieses Molekül an ABA-Rezeptoren binden könnte. PP2Cs und RCARs beider 

Spezies wurden analysiert und es konnte in allen Fällen eine ABA-Abhängigkeit 

nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigte MpRCAR2 eine spezifische Regulation, die 

selektiv für LA und einige seiner Derivate war. Damit konnte zum ersten Mal ein 

bestimmtes regulatorisches Protein individuell aktiviert und der Nachweis einer ABA 

ähnlichen Wirksamkeit der LA erbracht werden. 
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Summary 

 

The phytohormone abscisic acid (ABA) is a central regulator of plant adaptive 

responses to abiotic stress factors such as drought, cold and salinity. It also acts as 

an antagonist to growth-promoting hormones. The core components of ABA 

perception are the Regulatory Component of ABA Receptors (RCARs) also called 

Pyrabactin resistant/PYR1-like proteins and type 2C protein phosphatases (PP2Cs). 

The Arabidopsis thaliana genome encodes 14 different RCARs, which can be divided 

into three different subfamilies according to their sequence homology. Opposing, 

nine PP2Cs function as negative regulators of physiological processes such as root 

growth, seed germination and stomatal closure. PP2Cs act by inhibiting the Sucrose 

non-fermenting-Related Protein Kinases 2 (SnRK2s). RCARs contain a hydrophobic 

binding pocket at the interface with the ABA ligand. The binding of the phytohormone 

induces a conformational change, resulting in inhibition of the RCAR-bound PP2Cs. 

This inactivation of the PP2Cs results in an activation of the SnRK2s as positive 

regulators of the ABA signaling pathway.  

This study is the first to analyse all 14 RCARs of Arabidopsis thaliana in combination 

with the four PP2Cs ABI1, ABI2, HAB1 and PP2CA. In the absence of the ABA 

ligand, the RCARs were shown to regulate the PP2Cs. This regulation depends on 

the composition of the RCAR-PP2C-complex. Furthermore, while members of the 

first two subfamilies of the RCARs showed an effective inhibition of the PP2Cs, the 

third subclass of the RCARs had only a weak inhibitory effect and PP2CA was more 

resistant towards the ABA-independent regulation of the RCARs. RCAR4 was 

emphasized as the protein with the most efficient ABA-independent regulation. 

Further all 14 RCARs inhibited the PP2C activity ABA-dependent in vitro with varying 

efficiency, except the HAB1-RCAR7 combination. Five percent of the 56 analyzed 

combinations inhibited the PP2C activity at very low and physiologically relevant 

ABA-concentration (30 nM. Thus, the combination with the PP2C was critical for the 

efficiency of the regulatory component. A series of PP2C-RCAR complexes were 

identified that required very high ABA-concentrations for their regulation. These 

complexes could be biologically important for keeping a basal phosphatase activity in 

plants in the presence of high ABA-concentrations.  



Summary 

4 
 

ABA analog substances and their stereoisomers were used to probe the specificity 

and flexibility of the molecular interactions during ABA-binding. It was determined that 

RCAR proteins possess a high stereoselectivity. Indeed, R-ABA was at least 100-fold 

less effective than ABA. The chemical modifications of the ABA analogs confirmed 

that the binding pocket of the RCARs is highly flexible and that ligands are bound by 

a network of specific polar interactions.  

In addition, the growth regulator lunularic acid (LA) from Marchantia polymorpha with 

similar properties as ABA was analyzed. Its related structure and similar biological 

activity compared to ABA suggested that LA could bind to ABA-receptors. PP2Cs 

and RCARs of Arabidopsis and Marchantia were analyzed and these exhibited an 

ABA-dependent regulation in all cases; additionally, MpRCAR2 showed a specific 

regulation selective for LA and some of its derivates. Thus, for the first time an ABA-

like activity of LA and an individual activation of one regulatory component were 

confirmed. 
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1. Einleitung 

1.1. Phytohormone 

 

Als sessile Organismen müssen Pflanzen in der Lage sein sich den herrschenden 

Umweltbedingungen anzupassen. Zu diesem Zweck besitzen sie eine Reihe von 

Botenstoffen (Phytohormonen), die an der Regulation von Stoffwechsel, Wachstum 

und Morphogenese beteiligt und bereits in niedrigen Konzentrationen wirksam sind. 

Die Familie der Phytohormone kann in zwei Klassen unterteilt werden (Iten et al. 

1999). Hierbei unterscheidet man die wachstumsfördernden Pflanzenhormone 

(Auxine, Cytokinine, Gibberelline und Brassinostereoide) und die 

wachstumsinhibierenden Hormone (Ethylen, Abscisinsäure (ABA), Jasmonsäure und 

Salicylsäure) (Abbildung 1-1). Bei all diesen Phytohormonen handelt es sich um 

niedermolekulare Komponenten aus dem Sekundärstoffwechsel der Pflanzen.  

 

Bei den wachstumsfördernden Phytohormonen ist Auxin verantwortlich für die 

Förderung des zellulären Streckungswachstums und hat eine wichtige Rolle in der 

Apikaldominanz, der Zellteilung und -differenzierung, sowie der Seneszenz inne 

(Simon and Petrasek 2011). Cytokinine besitzen eine stimulierende Wirkung auf die 

Zellteilung, hemmen die Seneszenz und fördern die Bildung von Adventivknospen 

(Werner et al. 2001; Gan and Amasino 1995). Gibberelline sind neben dem 

Streckungswachstum auch für Blütenbildung und Keimung von entscheidender 

Bedeutung (Hedden and Sponsel 2015; Hooley 1994). Die Brassinostereoide fördern 

additiv zu Auxin das Streckungswachstum der Pflanzen und stehen in Verbindung 

mit biotischen und abiotischen Stressreaktionen (Bajguz and Hayat 2009; Zhou et al. 

2015). 

 

Zu den wachstumshemmenden Pflanzenhormonen gehört das für Fruchtreifung und 

Beschleunigung der Seneszenz verantwortliche Ethylen (Negi et al. 2008b; Wang et 

al. 2002), sowie Jasmonsäure und Salizylsäure, welche der Pathogenabwehr, sowie 

der Wundreaktion bzw. Thermogenesis dienen (Campos et al. 2014; Delker et al. 

2006; Delaney et al. 1994).  
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Abbildung 1-1: Pflanzenhormone 

Links sind die wachstumsfördernden, rechts die wachstumsinhibierenden Phytohormone 

dargestellt, jeweils mit dem bzw. einem der wichtigsten Vertreter der Gruppe (Iten et al. 

1999).  

 

Als Antagonist zu den wachstumsfördernden Pflanzenhormonen ist ABA ein 

natürlicher Wachstumsinhibitor. Seine diversen Funktionen lassen sich in zwei 

Kategorien zusammenfassen; zum einen beeinflusst es Entwicklungsprozesse, wie 

die Keimung der Samen, die Elongation der Wurzeln und die Auslösung bzw. 

Aufrechterhaltung der Dormanz (Bewley 1997; Himmelbach et al. 1998), zum 

anderen steuert es Anpassungen an abiotische und biotische Stressfaktoren wie 

Trockenheit, Kälte, Pathogenbefall, Salinität und zu hohe Lichtintensität (Adie et al. 

2007; Christmann et al. 2006; Galvez-Valdivieso et al. 2009; Melotto et al. 2006; 

Tossi et al. 2009; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006). Die Funktionen kann 
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ABA unter anderem dadurch erfüllen, dass es essentiell für die Regulation der 

Schließzellen ist (Kim et al. 2010), bei der Keimung als Antagonist von Gibberillin 

fungiert (Huttly and Baulcombe 1989) oder die Akkumulation osmoprotektiver 

Aminosäuren fördert (Verslues and Bray 2006). Die antagonistische Wirkung vieler, 

in den Entwicklungsphasen der Pflanze gleichzeitig vorkommender, Phytohormone 

legt nahe, dass durch die Synthese bzw. den Abbau dieser ein flexibles 

Gleichgewicht besteht, welches die biologischen Prozesse der Pflanzen steuert (Han 

et al. 2009; Mur et al. 2006; Anderson et al. 2004).  

 

1.1.1. ABA-Biosynthese 

 

ABA wurde 1963 in abgeworfenen Baumwollblättern entdeckt und als den Fruchtfall 

fördernde Substanz beschrieben (Ohkuma et al. 1963). Ursprünglich wurde es als 

Faktor Abscisin II bezeichnet bzw. als der die Dormanz auslösende Faktor Dormin. 

Nachdem festgestellt wurde, dass es sich bei beiden Substanzen um denselben 

Faktor handelte, setzte sich der Name Abscisin durch (Addicott et al. 1968). Bei 

diesem Phytohormon handelt es sich um ein monozyklisches Sesquiterpen mit dem 

systematischen Namen 3-Methyl-5-(1‘-hydroxy-4‘-oxo-2‘,6‘,6‘-trimethyl-2‘-cyclo-

hexen-1‘-yl)-cis-2,4-pentadiensäure, das mittlerweile in einer Vielzahl 

unterschiedlicher Organismen, unter anderem auch in menschlichen Granulozyten 

(Bruzzone et al. 2012), nachgewiesen werden konnte (Nambara and Marion-Poll 

2005).  
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Abbildung 1-2: Biosynthese von ABA 

Aus über den Methylerythitol-4-Phosphatweg gebildetem IPP wird Zeaxanthin produziert, 

welches in Chloroplasten mittels ZEP zu trans-Violaxanthin bzw. trans-Neoxanthin reagiert 

und anschließend über NCED zu Xanthoxin gespalten wird. Xanthoxin wird abschließend in 

das Cytosol transportiert und dort über SDR1 und AAO3 zu ABA umgewandelt. Die 

Abbildung wurde erstellt nach Schwartz et al. 2003; Schroeder and Nambara 2006; North et 

al. 2007 und Arc et al. 2013.  

 

Die Biosynthese des Hormons findet in Schließzellen, Zellen des Leitgewebes und in 

Plastiden statt (Nambara and Marion-Poll 2005). Das Ausgangsprodukt ist 

Isopentenylpyrophosphat (IPP), das über den Methylerythitol-4-Phosphatweg (MEP-
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Weg) in den Chloroplasten gebildet wird (Kasahara et al. 2004). Ausgehend von dem 

Xanthophyll Zeaxanthin wird über Antheraxanthin trans-Violaxanthin gebildet 

(Bouvier et al. 1996; Marin et al. 1996). Katalysiert wird dieser Prozess durch die 

Zeaxanthin Epoxidase (Szep et al.), deren Antagonist die Violaxanthin De-

Epoxigenase (VDE), die zur Akkumulierung größerer Mengen an Zeaxanthin als UV-

Schutz dient, ist (Niyogi et al. 1998). Im Anschluss daran wird trans-Violaxanthin 

entweder über eine Neoxanthinsynthase (ABI4) zu trans-Neoxanthin oder 

isomerisiert zu 9-cis-Violoxanthin. Das gebildete trans-Neoxanthin isomerisiert 

ebenfalls zu 9-cis-Neoxanthin und wird, wie auch 9-cis-Violoxanthin über 9-cis-

Epoxycarotinoid-Dehydrogenasen (NCEDs), letztendlich zu Xanthoxin (Schwartz et 

al. 2003). Xanthoxin kann abschließend ins Cytosol transportiert werden und reagiert 

dort zu ABA. Hierbei überführt zunächst ABA2 Xanthoxin durch Auflösen der 

Ethergruppe in ein Abscisinaldehyd, welches anschließend mittels der 

Abscisinsäurealdehyd Oxidase 3 (ABA3/AAO3) zur Carbonsäure oxidiert wird 

(Schwartz et al. 1997) (Abbildung 1-2). 

 

1.1.2. ABA-Katabolismus 

 

Der Katabolismus von ABA beginnt mit der Oxidation eines von drei C-Atomen (C‘7, 

C‘8 oder C‘9), was zur Ausbildung von drei verschiedenen oxidativen Abbauwegen 

führt (Kushiro et al. 2004; Zhou et al. 2004). Der größte Teil des vorkommenden 

ABAs wird über die Oxidation von C‘8 und das Zwischenprodukt Phaseinsäure zu 

Dihydrophaseinsäure abgebaut (Nambara and Marion-Poll 2005), wobei diese 

Abbauprodukte noch über eine biologische Aktivität verfügen, die aber im Vergleich 

zu ABA deutlich verringert ist (Jadhav et al. 2008; Kepka et al. 2011). Diese 

Hydroxylierung wird von der P450 Monooxygenase katalysiert (Krochko et al. 1998). 

 

Alternativ kann ABA auch durch die Bildung eines Glukoseesters inaktiviert werden  

und im Endoplasmatischen Retikulum (ER) bzw. in der Vakuole akkumulieren (Priest 

et al. 2006; Xu et al. 2002). Diese Reaktion wird durch die ABA-Glycosyltransferase 

katalysiert. Die Veresterung des Hormons ist reversibel und kann durch spezifische 

β-Glucosidasen rückgängig gemacht werden. Dies ermöglicht Pflanzen die 

Bereitstellung eines Vorrats an inaktiver ABA, der als schnelle Reaktion auf biotische 
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oder abiotische Stressfaktoren reaktiviert wird (Arc et al. 2013; Lee et al. 2006; Xu et 

al. 2012) (Abbildung 1-3). 

 

 

Abbildung 1-3: Katabolismus von ABA 

Über eine Hydroxylierung am C‘7, C‘8 oder C‘9 Atom kann ABA abgebaut werden. 

Hauptabbauweg ist die Oxidation des C‘8-Atoms und die Bildung von Phaseinsäure bzw. 

Dihydrophaseinsäure. Des Weiteren kann ABA in einen inaktiven Glukoseester überführt und 

mittels spezifischer β-Glucosidasen wieder aktiviert werden. Die Abbildung wurde nach 

Kepka et al. 2011 erstellt.  
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1.2. Kernkomponenten der ABA-Signaltransduktion 

 

Die ABA Signaltransduktion kann in drei verschiedene Ebenen aufgeteilt werden. Die 

erste bildet hierbei der Metabolismus und der Transport von ABA, die zweite wird 

durch die Wahrnehmung von ABA und die Signaltransduktion dargestellt, die letzte 

ist die Stressantwort und deren Modulation (Hauser et al. 2011). Die ABA-

Wahrnehmung besteht dabei aus drei verschiedenen Schlüsselelementen; den ABA 

Rezeptoren (RCARs/PYR1, PYLs) (Ma et al. 2009; Park et al. 2009), einer Reihe von 

Proteinphosphatasen des Typs 2C PP2Cs (Schweighofer et al. 2004) und einer 

Gruppe von Proteinkinasen, den SNF1-Related Protein Kinase 2 (SnRK2) (Mustilli et 

al. 2002; Umezawa et al. 2009; Yoshida et al. 2006a).  

 

1.2.1.  ABA-Rezeptoren 

 

Die ABA-Rezeptoren wurden unabhängig voneinander durch zwei verschiedene 

Forschungsgruppen entdeckt. Die Suche nach einer Arabidopsis- Variante, welche 

insensitiv zu einem synthetischen Analogon von ABA war, führte zur Identifikation 

des Rezeptorproteins Pyrabactin resistance 1 (PYR1) und einer Reihe homologer 

Proteine (PYLs) (Park et al. 2009). Auf der anderen Seite wurde mittels einer Yeast-

Two-Hybrid Analyse die Regulatorische Komponente des ABA-Rezeptors 1 (RCAR1) 

als ein mit Abscisic Acid Insensitive 1 (ABI1) und Abscisic Acid Insensitive 2 (ABI2) 

interagierendes Protein entdeckt (Ma et al. 2009; Park et al. 2009), welches sich als 

identisch zu PYL9 erwies. Insgesamt wurden im Genom von Arabidopsis 14 

unterschiedliche RCARs gefunden, die auf Basis ihrer Sequenzhomologien in drei 

verschiedene Untergruppen eingeteilt werden konnten (Abbildung 1-4A) 

(Raghavendra et al. 2010). Die Untergruppe I besteht aus vier (RCAR1-4/PYL7-10), 

die Untergruppe II aus sechs (RCAR5-10/PYL4-6 und PYL11-13) und die 

Untergruppe III ebenfalls aus vier Proteinen (RCAR11-14/PYL1-3 und PYR1) (Ma et 

al. 2009; Park et al. 2009). 
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Abbildung 1-4: ABA Rezeptorproteine 

(A) Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnisse der RCAR-Familie und 

der auf Sequenzhomologien basierenden Untergruppen I (gelb), II (blau) und III (rot). Die 

Darstellung erfolgte mit dem Programm MEGA 6. Die phylogenetische Analyse basiert auf 

dem Neighbor-Joining Algorithmus. Die verwendete Distanzmethode war Bootstrapping und 

beinhaltete 1000 Teildatensätze. Die angegebenen Werte spiegeln den Anteil der 

Einzelbäume zweier RCARs in Prozent wider in denen die betreffende Verzweigung 

enthalten war. Dreidimensionale Struktur von Bet v 1 (B) (Gajhede et al. 1996) und RCAR1 

(C) (Nakagawa et al. 2014). In blau sind die α-Helices, in rot die β-Faltblattstrukturen und in 

grau die random coil-Bereiche der Proteine markiert. Die Darstellung der Proteinstrukturen 

erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 1BV1 und 3W9R. 

 

Die RCAR-Proteine sind Mitglieder der Bet v 1 Superfamilie. Diese Proteingruppe 

zeichnet sich durch eine siebensträngige antiparallele β-Faltblattstruktur (β1-β7), 
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welche um eine zentrale C-terminale α-Helix angeordnet ist, aus (Abbildung 1-4B, C). 

Zwei aufeinanderfolgende kürzere α-Helices trennen hierbei die β1-Faltblattstruktur 

von den restlichen Faltblattstrukturen (β2-β7). Der hydrophobe Kern der Struktur wird 

vom C-terminalen Ende der α3-Helix, sowie den Helices α1 und α2 gebildet. Die 

Helices sind amphiphile Strukturen, deren hydrophobe Elemente im Kernbereich des 

Proteins lokalisiert sind. Des Weiteren sind die hydrophoben Aminosäuren der 

Faltblattstrukturen β1, β5, β6 und β7 an der Bildung der hydrophoben Bindetasche 

beteiligt (Gajhede et al. 1996). Diese spezifische dreidimensionale Struktur führt zur 

Ausbildung einer Ligandenhöhle in der kleine hydrophobe Moleküle wie Hormone 

oder Lipide gebunden werden können und ist in allen Proteinen dieser Klasse 

konserviert (Iyer et al. 2001; Radauer et al. 2008). 

 

1.2.2. Proteinphosphatasen 2C der Gruppe A 

 

Die PP2Cs der Pflanzen sind ein zentraler Bestandteil der Stressantwort dieser 

Organismen (Moorhead et al. 2007). Proteinphosphatasen sind sehr verschieden 

und können auf Basis der katalytischen Aktivität in drei Gruppen unterteilt werden 

(Moorhead et al. 2007). Die Serin/Threonin-spezifischen, die metallabhängigen und 

die Aspartat-abhängigen Proteinphosphatasen (Kerk et al. 2008). Die Enzyme 

werden weiterhin in eine Reihe von Untergruppen auf Basis der Abhängigkeit von 

verschiedenen Metallkofaktoren, sowie der Sensitivität gegenüber unterschiedlichen 

Inhibitoren unterteilt. Während der Evolution von Prokaryoten zu mehrzelligen 

eukaryotischen Organismen haben die PP2Cs sich zu einer Proteinklasse entwickelt, 

die eine große Anzahl an Unterklassen enthält. Die Klasse der metallabhängigen 

PP2Cs, welche durch die magnesium- und manganabhängigen Proteinphosphatasen 

gebildet wird, umfasst in höheren Pflanzen wie Arabidopsis und Reis 80 bis 90 

Mitglieder, welche zu zehn oder mehr Untergruppen gehören (Singh et al. 2010; Xue 

et al. 2008; Fuchs et al. 2013). Die Gruppe A der PP2Cs repräsentiert eine dieser 

Untergruppen aus Arabidopsis und besteht aus neun Enzymen (Abbildung 1-5A). 

 

Als erste der PP2Cs wurde ABI1 durch die Erzeugung einer Substitutionsvariante 

identifiziert. Hierbei wurde ein ABA-insensitiver Phänotyp, (ABA insensitive 1, ABI1) 

durch den Austausch einer Aminosäure im Interaktionsbereich der 

Proteinphosphatasen generiert (Leung et al. 1994; Meyer et al. 1994). ABI1 und sein 
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Homolog ABI2 sind PP2Cs, welche den gesamten Bereich der ABA-Antwort 

regulieren, darin eingeschlossen Transpiration, vegetatives Wachstum und die 

Samenkeimung (Koornneef et al. 1984). Die Beeinflussung des Interaktionsbereiches 

der Enzyme und die daraus resultierende verminderte Affinität zu den 

Substratproteinen war ursächlich für die Bildung des ABA-Phänotyps (Ma et al. 

2009). 

 

Abbildung 1-5: Proteinphosphatasen Typ 2C 

(A) Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnisse der PP2C-Familie und 

der auf Sequenzhomologien basierenden Untergruppen I (rot) und II (blau). Die Darstellung 

erfolgte mit dem Programm MEGA 6. Die phylogenetische Analyse basiert auf dem 

Neighbor-Joining Algorithmus. Die verwendete Distanzmethode war Bootstrapping und 

beinhaltete 1000 Teildatensätze. Die angegebenen Werte spiegeln den Anteil der 

Einzelbäume zweier PP2Cs in Prozent wider in denen die betreffende Verzweigung 

enthalten war. Dargestellt sind die dreidimensionalen Strukturen der humanen 

Serin/Threonin Proteinphosphatase 1A (B) (Das et al. 1996) und ABI1 (C) (Melcher et al. 

2010). In blau sind die α-Helices, in rot die β-Faltblattstrukturen und in grau die random coil-

Bereiche der Proteine markiert. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem 

Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 1A6Q und 3NMN. 
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Die zentrale Rolle dieser beiden Proteine wurde über die Phänotypen der Mutanten 

abi1 und abi2 früh bestätigt (Koornneef et al. 1984). Mittlerweile wurden alle 

Mitglieder der PP2Cs als Elemente der ABA-Signaltransduktion charakterisiert. Sie 

kontrollieren über negative Regulation ABA-vermittelte Prozesse; hierbei in erster 

Linie das Wurzelwachstum, die Keimung oder die Schließung der Spaltöffnungen 

(Cherel et al. 2002; Merlot et al. 2001; Saez et al. 2004; Umezawa et al. 2009). 

Zusätzlich zu diesen beiden Proteinen besteht die Untergruppe noch aus PP2CA ⁄ 

AHG3 (ABA Hypersensitive Germination 3) (Yoshida et al. 2006b), HAB1 (Homology 

to ABI1 1) (Rodriguez et al. 1998), HAB2 (Homology to ABI1 2) (Saez et al. 2004), 

HAI1 (Highly ABA-Induced PP2C 1),HAI2 (Highly ABA-Induced PP2C 2) und HAI3 

(Highly ABA-Induced PP2C 3) (Fujita et al. 2009) sowie AHG1 (ABA Hypersensitive 

Germination 1) (Nishimura et al. 2007). Der strukturell konservierte katalytische 

Bereich einer PP2C ist in all diesen Proteinen und auch in anderen Organismen 

(z. B. humane Serin/Threonin Proteinphosphatase 1A) zu finden. Er besteht aus 

einer zentralen Struktur von zwei mal fünf antiparallelen β-Faltblattstrukturen, wobei 

jede dieser Strukturen durch zwei α-Helices flankiert wird (Das et al. 1996) 

(Abbildung 1-5B und C). Durch diese Anordnung wird eine Spalte zwischen den β-

Faltblattstrukturen erzeugt. Die Koordination der Metallionen innerhalb dieser Spalte 

durch benachbarte Aminosäuren erlaubt die Aktivierung eines Wassermoleküls, 

welches die Phosphatgruppe des Substrats nukleophil angreifen und abspalten kann 

(Das et al. 1996). Über die Generierung verschiedener Varianten, in welchen jeweils 

eines der Mitglieder der PP2C Unterklasse fehlte, konnte die Redundanz dieser 

Enzyme nachgewiesen werden. Das Fehlen einzelner Mitglieder der PP2Cs führte zu 

keinen Veränderungen in Funktion und Phänotyp (Yoshida et al. 2006b). Erst durch 

das Ausschalten mehrerer PP2Cs war die Erzeugung eines ABA übersensitiven 

Phänotyps möglich (Rubio et al. 2009; Saez et al. 2006). 

 

1.2.3. Proteinkinasen 

 

Proteinkinasen, die eine bekannte Funktion in der ABA Signaltransduktion haben, 

gehören zu den SNF-1 (sucrose non fermenting 1) ähnlichen Proteinkinasen. 

(Harmon et al. 2000; Kudla et al. 2010; Umezawa et al. 2010). Es handelt sich bei 

ihnen um positive Regulatoren der ABA-Signaltransduktionskaskade (Fujita et al. 

2009). Die Unterfamilie 2 dieser Enzyme besteht aus 10 Mitgliedern, die in drei 
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verschiedene Untergruppen unterteilt werden kann (Kobayashi et al. 2004). Diese 

SnRK2 liegen in Landpflanzen konserviert vor und ihre Rolle in der ABA 

Signaltransduktion und in der Antwort auf osmotischen Stress konnte für Mitglieder 

von Mais, Reis, Erbsen und Gerste gezeigt werden (Huai et al. 2008; Kobayashi et 

al. 2004; Li et al. 2000; Shen et al. 2001). In Arabidopsis sind die SnRK2 in 

Kombination mit ABA am besten untersucht (Fujita et al. 2009). Mit Ausnahme von 

SnRK2.9, können alle SnRK2s durch osmotischen und salzbedingten Stress aktiviert 

werden (Boudsocq et al. 2004). Allerdings unterliegen nur die 

SnRK2.2/3/6(OST1)/7/8 einer ABA-abhängigen Regulation (Boudsocq et al. 2004; 

Mustilli et al. 2002; Yoshida et al. 2002). Hierbei sind SnRK2.2/3/6 diejenigen 

Proteinkinasen, welche am stärksten durch die Gegenwart von ABA aktiviert werden 

(Fujita et al. 2009). Woraus hervorgeht, dass bei den SnRK2s oder ihren Substraten 

die ABA-abhängigen und -unabhängigen Signalwege aufeinandertreffen.  

 

1.3. ABA-Signaltransduktion 

 

1.3.1. ABA-Erkennung und Koordination 

 

Die Besonderheit der RCAR-Proteine ist ihre hydrophobe Bindungstasche, die durch 

die dreidimensionale Struktur der Proteine entsteht. Diese Tasche, welche 

hauptsächlich aus der C-terminalen Helix und der siebensträngigen β-

Faltblattstruktur besteht, hat eine Größe von 543 Å3 in der offenen und 480 Å3 in der 

geschlossenen Konformation (Abbildung 1-6A) (Santiago et al. 2009a; Melcher et al. 

2009). Die Bindungstasche wird von 23 hauptsächlich hydrophoben Aminosäuren 

gebildet, welche hochkonserviert innerhalb der RCAR-Familie vorliegen.  

 

Die ABA-Erkennung und -Bindung basiert auf einem gate-latch-Mechanismus der, 

durch die Aufklärung der Proteinstrukturen, von fünf Forschungsgruppen 

beschrieben wurde (Yin et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Nishimura et al. 2009; 

Miyazono et al. 2009; Melcher et al. 2009). Analysen der ABA-gebundenen und         

-freien Kristallstruktur zeigen, dass der Eingangsbereich der Bindungstasche von 

zwei ungefalteten Regionen umgeben ist, die sich auf der einen Seite zwischen den 

Faltblattstrukturen β3 und β4 (Aminosäuren SGLPA; gate) und auf der anderen Seite 



Einleitung 

17 
 

zwischen β5 und β6 (Aminosäuren: HRL; latch) befinden (Abbildung 1-6B). Die 

Bindung des Phytohormons induziert eine Konformationsänderung des Proteins; 

hierbei ändert sich die Position des latch loops kaum, wohingegen beim gate loop 

eine größere Konformationsänderung zwischen 3 bis 9 Å zu erkennen ist, die in 

einem Verschluss der Bindungstasche resultiert (Abbildung 1-6C und D) (Nishimura 

et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Shibata et al. 2010; Melcher et al. 2009). 

 

 

 

Abbildung 1-6: ABA-Bindung an RCAR 

(A) Die konservierte Bindetasche im hydrophoben Kern der RCAR-Proteine ist als schwarze 

Oberflächendarstellung im Inneren des Proteins gezeigt (Miyazono et al. 2009). (B) 

Darstellung der gate und latch loop Region in offener (orange) und geschlossener (grün) 

Konformation des Proteins. Vergleichende Oberflächendarstellung des RCAR-Proteins im 

offenen (C) und geschlossenen (D) Zustand. Zur Verdeutlichung der Konformationsänderung 

bei ABA-Bindung wurden der gate loop dunkel- und der latch loop hellblau eingefärbt 

(Melcher et al. 2009). Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm 

PyMOL basierend auf den PDBs: 3KAZ und 3KB0. 

 

Das durch die RCARs gebundene ABA wird innerhalb der Bindetasche durch eine 

Reihe von Interaktionen stabilisiert (Yin et al. 2009; Santiago et al. 2009a; Nishimura 

et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Melcher et al. 2009). Durch die Größe der 

Ligandenhöhle ist ABA vom externen Medium nahezu vollständig isoliert. Die Wände 

dieser Bindungstasche sind perfekt auf den chemischen Charakter des 

Phytohormons abgestimmt. Sowohl die apolaren Bereiche des Moleküls also auch 
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die geladenen Gruppen werden durch Interaktionen stabilisiert. Viele der 

Wechselwirkungen mit den Seitenketten funktionieren über H-Brückenbindungen mit 

Wassermolekülen. 

 

 

Abbildung 1-7: ABA Koordination 

Interaktionen polarer Aminosäuren von RCAR12 mit der Carboxy- bzw. Hydroxygruppe (A) 

oder der Ketogruppe (B) von ABA. Die Methyl- (C) und die Dimethylgruppe (D) von ABA 

wurden jeweils violett markiert und ihre Größe mittels einer transparenten Kugel verdeutlicht. 

Die hydrophoben Taschen sind in grüner Oberflächendarstellung dargestellt. ABA wurde 

jeweils als gelbes Strichmodell gezeichnet. Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffatome 

rot eingefärbt. Die roten Kugeln repräsentieren das Sauerstoffatom der Wassermoleküle. 

(Melcher et al. 2009). Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm 

PyMOL basierend auf den PDB: 3KB0.  

 

ABA ist zentral in der Bindungstasche der RCARs lokalisiert. Jede der polaren 

Gruppen des Liganden ist direkt oder indirekt über Wasserstoffbrücken stabilisiert. 

Die Carboxygruppe wird über die Seitenkette von K64 koordiniert (Abbildung 1-7A) 

und ist weiterhin über ein komplexes Geflecht von wasservermittelten 

Wasserstoffbrückenbindungen mit den Aminosäuren E98, N173 und E147 

verbunden (Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2009a). Die Hydroxylgruppe am 

chiralen Kohlenstoff ist ebenfalls über stabilisierende Wechselwirkungen mit den 

Aminosäuren E98 und N173 verknüpft (Abbildung 1-7A). Die Ketogruppe von ABA 

wird über P92 aus dem gate loop und über R120 aus dem latch loop koordiniert. 
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Diese beiden Aminosäuren bilden über ein Wassermolekül eine ionische Interaktion 

mit ABA aus (Abbildung 1-7B) (Nakagawa et al. 2014; Yin et al. 2009). Neben den 

ionischen Wechselwirkungen sind auch die hydrophoben Interaktionen entscheidend 

für die Bindung von ABA. Durch die Aminosäuren F66, V87, L91, P92, F165 und 

V169 wird eine hydrophobe Bindungstasche für die Methylgruppe der ABA 

bereitgestellt (Abbildung 1-7C) (Santiago et al. 2009a). Eine größere hydrophobe 

Bindestelle für die Dimethylgruppe wird in erster Linie durch die Aminosäuren A93, 

S96 und V114 gebildet (Abbildung 1-7D). Die an der Koordination von ABA und an 

der Bildung der Bindungstasche beteiligten Aminosäuren sind innerhalb der 

gesamten RCAR-Familie hochkonserviert (Santiago et al. 2009a). Die Bindung von 

ABA und die darauf folgende Schließung der Ligandenhöhle resultieren in einer 

Änderung der Konformation der RCAR-Proteine und der Ausbildung einer neuen 

Interaktionsfläche (Melcher et al. 2009; Santiago et al. 2009a). 

 

1.3.2. Ausbildung des heterotrimeren Komplexes 

 

Die Ausbildung des Komplexes zwischen einem ABA-gebundenen RCAR-Protein 

und der Proteinphosphatase besteht aus einem komplexen Netzwerk von Van-der-

Waals-Kontakten und direkten oder indirekten Wasserstoffbrückenbindungen (Yin et 

al. 2009). Den wichtigsten Bereich dieser Interaktionen stellt das katalytische 

Zentrum der Proteinphosphatase dar (Abbildung 1-8A). Aus Vergleichen der Struktur 

und der Sequenz der PP2C Familie geht hervor, dass dieses auch in anderen 

Organismen hochkonserviert ist (Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Yin et al. 

2009). Seine Position befindet sich zwischen den zentralen β-Faltblattstrukturen der 

beiden fünfsträngigen antiparallelen Faltblattstrukturen (Abbildung 1-5) und besteht 

aus acht konservierten Aminosäuren, welche die Metallkofaktoren des Proteins 

koordinieren (Dupeux et al. 2011a; Melcher et al. 2009). In ABI1 sind diese 

Aminosäuren Arg138, Glu142, Asp143, Asp177, Gly178, His179, Asp347 und 

Asp413 (Abbildung 1-8A) (Miyazono et al. 2009). 
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Abbildung 1-8: PP2C Interaktionen 

(A) Aktives Zentrum der PP2C ABI1 (cyan). Die den katalytischen Bereich bildenden und für 

die Koordination der Metallkofaktoren (Kugeln, magenta) entscheidenden Aminosäuren sind 

als Strichmodell hervorgehoben (Miyazono et al. 2009). (B) Gezeigt ist das Netzwerk der 

wasservermittelten (rote Kugel) Interaktionen (schwarze Linien) der Ketogruppe von ABA 

(gelb) mit den Aminosäuren des gate und latch loops des RCAR-Proteins (grün) und des 

Tryptophans der PP2C (cyan) (Melcher et al. 2009). (C) Oberflächendarstellung der 

Interaktionsseiten von ABI1 und RCAR12. Das aktive Zentrum der PP2C ist als Strichmodell 

dargestellt. (D) Direkte Wasserstoffbrückenbindung (schwarze Linien) zwischen einem Serin 

des RCARs und einem Glutamin der PP2C, die Aminosäuren sind jeweils als Strichmodell 

hervorgehoben (Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009). Bei allen Abbildungen wurden 

Stickstoffatome blau und die Sauerstoffatome rot markiert. Die Darstellung der 

Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den PDB: 3JRQ.  

 

Die auffälligste Interaktion zwischen der PP2C und dem RCAR-Protein wird durch die 

Seitenkette eines Tryptophans gebildet, das sich in einer Loopregion der 

Proteinphosphatase befindet. Es ragt aus der Oberfläche des Proteins heraus und ist 

mit Ausnahme von AHG1 bei allen Proteinen der PP2C-Familie in Arabidopsis 
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konserviert (Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009; Yin et al. 2009). Dieses 

Tryptophan bindet zwischen dem gate und latch loop der RCAR-Proteine und 

interagiert über eine wasservermittelte Wasserstoffbrückenbindung indirekt mit der 

Ketogruppe von ABA (Melcher et al. 2009). Zusätzlich interagiert es mit einer 

Aminosäure des gate- (Pro115) und einer Aminosäure des latch loops (Arg143) 

(Dupeux et al. 2011a). In Abbildung 1-6D ist gezeigt, dass die Bindungstasche durch 

die Bindung von ABA vollständig geschlossen vorliegt. Für die Bindung an die PP2C 

kommt es daher zu einer Konformationsänderung, die es dem Tryptophan erlaubt 

zwischen den Loops zu binden (Melcher et al. 2009). Demnach ist es die einzige 

PP2C-Aminosäure, die direkten Kontakt mit dem Phytohormon in der Bindetasche 

hat (Abbildung 1-8B) (Miyazono et al. 2009). Mutationen in diesem Tryptophan 

resultieren in einer ABA-insensitiven PP2C Regulation und in einer Abnahme der 

Affinität des ABA-Moleküls zum PP2C-RCAR-Rezeptorkomplex (Dupeux et al. 

2011a). 

 

Die RCAR-Proteine interagieren mit den PP2Cs in einem Bereich, der sich um deren 

aktives Zentrum herum anordnet. Dieser ist überwiegend hydrophob und wird von 

einigen Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert (Abbildung 1-8C). Hierbei 

positioniert sich der β3-β4 loop (gate) nahe des katalytischen Zentrums der 

Proteinphosphatasen bei den Aminosäuren D177 und G178 (Melcher et al. 2009; Yin 

et al. 2009). Die Bedeutung dieser beiden Aminosäuren für die Aktivität der 

Proteinphosphatasen ist bereits gut untersucht und ihre Abwesenheit führt zu einer 

Insensitivität gegenüber ABA (Bertauche et al. 1996). Die Interaktionsfläche 

zwischen der PP2C und dem RCAR beträgt im Falle von ABI1 und RCAR12 7,4% 

(883 Å2) bzw. 8,9% (851 Å2) des jeweiligen Proteins in Bezug auf seine 

Gesamtoberfläche (Miyazono et al. 2009). Hierbei bildet das Serin des gate loops in 

RCAR eine besonders wichtige Wechselwirkung über eine Wasserstoff-

brückenbindung mit einem Glutamin im katalytischen Zentrum der 

Proteinphosphatase aus (Abbildung 1-8D) (Dupeux et al. 2011a; Miyazono et al. 

2009; Yin et al. 2009). Als Teil des aktiven Zentrums des Proteins ist diese 

Aminosäure von entscheidender Bedeutung für die Aktivität der Proteinphosphatase. 

Es hat sich gezeigt, dass ihre Abwesenheit bzw. die des Serins im regulatorischen 

Protein dazu führt, dass die Aktivität der PP2Cs nicht mehr inhibiert werden kann 

(Miyazono et al. 2009). Die aufgeführten Interaktionen zwischen den PP2Cs und 



Einleitung 

22 
 

RCARs zeigen, dass das aktive Zentrum der Proteinphosphatasen durch die RCAR 

Proteine beeinflusst und dies die Grundlage ihrer regulatorischen Wirkung ist 

(Dupeux et al. 2011a; Miyazono et al. 2009). 

 

1.3.3. ABA-Signaltransduktion 

 

Die Aufgabe der aktiven PP2Cs ist die Inhibierung von Proteinkinasen wie den 

SnRK2s, die als positive Regulatoren des ABA Signalweges fungieren (Kulik et al. 

2011; Mustilli et al. 2002; Rubio et al. 2009; Vlad et al. 2009; Xie et al. 2012). Durch 

die Bindung eines RCARs und eines ABA-Moleküls an eine PP2C bildet sich ein 

heterotrimerer Komplex aus, der das zentrale Element der ABA 

Signaltransduktionskaskade darstellt. Hierbei bindet das RCAR-Protein an derselben 

Interaktionsfläche der PP2C an, welche zuvor von der Proteinkinase besetzt wurde 

(Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2012; Soon et al. 2012). RCARs dienen 

demnach für die PP2Cs als ein Pseudosubstrat, die anstelle der Proteinkinasen 

gebunden werden (Klingler et al. 2010). Durch die Inaktivierung der enzymatischen 

Aktivität der PP2Cs werden die SnRK2s aktiviert (Yin et al. 2009; Miyazono et al. 

2009). Ziel dieser Proteinkinasen ist eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, welche 

an der ABA-vermittelten Genregulation beteiligt sind (z.B. ABI5). Eine der Klassen 

von Transkriptionsfaktoren, welche von den Proteinkinasen aktiviert werden, gehören 

zu den basic region/leucine zipper (bZIP) und werden als ABA-responsive element 

binding proteins (ABFs) bezeichnet (Choi et al. 2000; Finkelstein and Lynch 2000; 

Lopez-Molina and Chua 2000; Uno et al. 2000). Das Zusammenwirken mehrerer 

verschiedener Klassen an Transkriptionsfaktoren dient zur Verstärkung und besseren 

Kontrolle der Genexpression. Im Falle von ABI5 wird dieses noch durch ABI3, 

welches zu den B3-Transkriptionsregulatoren gehört, verstärkt (Monke et al. 2004; 

Nakashima et al. 2006). ABI4, ein AP2 Transkriptionsfaktor, bindet an das coupling 

element (CE) zur besseren Regulation der ABA-abhängigen Genexpression 

(Finkelstein et al. 1998; Reeves et al. 2011; Soderman et al. 2000; Yamaguchi-

Shinozaki and Shinozaki 2006) (Abbildung 1-9).  

Des Weiteren wird der Anionenkanal SLAC1 durch OST1 aktiviert (Geiger et al. 

2009; Lee et al. 2009), wohingegen der Kationenkanal KAT1 durch dieselbe 

Proteinkinase inaktiviert wird (Sato et al. 2009). Beide Ionenkanäle werden 

wechselseitig über die ABA-Signaltransduktionskaskade und eine calciumabhängige 
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Regulation kontrolliert (Siegel et al. 2009). Die durch den Anionenausstrom aus 

SLAC1 vermittelte Depolarisierung führt anschließend zur Schließung der 

Spaltöffnungen (Negi et al. 2008a; Vahisalu et al. 2008) (Abbildung 1-9).  

 

 

 

Abbildung 1-9: ABA-Signaltransduktion für Ionenkanäle und Nukleus 

Der heterotrimere Komplex wird aus einem RCAR (grün), einem ABA (rot) und einer PP2C 

(blau) gebildet. Durch die Bindung des regulatorischen Proteins werden die Proteinkinasen 

(orange) nicht mehr inhibiert und sind in der Lage zentrale Komponenten des ABA 

Signalweges zu phosphorylieren. In Stomata sind die Ziele dieser Proteinkinasen 

Ionenkanäle, welche entweder inhibiert (KAT1; pink) oder aktiviert (SLAC1, violett) werden. 

Im Zellkern werden Transkriptionsfaktoren (magenta) von den SnRK2s aktiviert. ABI5 und 

ABFs werden phosphoryliert und binden als Dimere an ABREs. ABI3 interagiert mit ABI5 um 

seine Aktivität zu steigern, während ABI4 für eine verbesserte Regulation der ABA-

abhängigen Genexpression an coupling elements (CE) bindet. Die Abbildung wurde nach 

(Raghavendra et al. 2010) erstellt. 
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1.4. Isomerisierung der Peptidyl-Prolylbindung 

 

1.4.1. Die Peptidyl-Prolylbindung 

 

Peptidbindungen an welchen die Aminosäure Prolin beteiligt ist besitzen partiellen 

Doppelbindungscharakter und zeigen daher eine planare Anordnung. Die 

flankierenden C-Atome sind entweder trans oder cis zueinander angeordnet. Bei 

allen anderen Peptidbindungen ist die sterische Hinderung der beiden Cα-Atome in 

der cis-Konformation energetisch derart ungünstig, dass nur etwa 0,1-1% der 

Bindungen im cis-Zustand vorliegen (Scherer et al. 1998). In nativen Proteinen ist 

eine Nichtprolyl-cis-Peptidbindung daher sehr unwahrscheinlich (Jabs et al. 1999).  

 

Bei Peptidyl-Prolylbindungen hingegen ist das trans-Isomer gegenüber dem cis-

Isomer energetisch nur leicht favorisiert, da durch den Pyrrolidinring der Aminosäure 

Prolin das Cα-Atom der vorhergehenden Aminosäure immer cis-ständig zu einem der 

C-Atome (Cα oder Cδ-Atom) des Prolins steht (Abbildung 1-10) (Balbach und Schmid 

2000). Dieser Energieunterschied führt dazu, dass in einem nativen Protein etwa 7% 

der Prolinbindungen in einer cis-Konformation vorliegen. Durch den partiellen 

Doppelbindungscharakter der Peptidbindung ist die Aktivierungsenergie für eine 

Isomerisierung mit ca. 80 kJ/mol sehr hoch. Folglich handelt es sich bei 

Prolinisomerisierungen um langsame Faltungsvorgänge im Bereich von 10 bis 100 s 

pro cis/trans-Isomerisierung bei 25 °C (Schmid 2001). 

 

 

Abbildung 1-10: cis-trans-Isomerisierung der Peptidyl-Prolylbindung.  

Das Gleichgewicht liegt zu 70-90% auf der Seite der trans-Konformation (Balbach und 

Schmid 2000). 

 

Da das native Protein in den meisten Fällen nur eines der beiden Isomere der 

Prolinbindung akzeptiert ist die Konformation im vollständig gefalteten Enzym meist 
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festgelegt. Hierbei weisen nur etwa 5-7% aller Peptidyl-Prolylbindungen eine cis-

Konformation auf (Stewart et al. 1990). Bei einigen Proteinen konnte allerdings auch 

ein Gleichgewicht zwischen den Isomeren beobachtet werden. Beispiele hierfür 

bilden die Staphylokokkennuklease (Evans et al. 1987), Calbindin (Chazin et al. 

1989) und das humane Interleukin-3 (Feng et al. 1997). 

 

1.4.2. Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen 

 

Bei Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen) handelt es sich um eine Gruppe 

von Proteinen, welche sowohl in Eukaryoten, als auch in Prokaryoten vorkommen. 

Grundlage ihrer Entdeckung war die Entwicklung eines proteasegekoppelten 

Isomerasetests durch Fischer und Mitarbeiter (Fischer et al. 1984a). Bei diesem 

Experiment wird ein chromogenes Tetrapeptid nur dann durch Chymotrypsin 

gespalten, wenn seine Prolinbindung in der trans-Konformation vorliegt. Dieses 

System erlaubte die Identifizierung von Cyclophilin, als die erste Prolylisomerase 

(Fischer et al. 1984b; Fischer et al. 1989). Durch Lang wurde 1987 gezeigt, dass die 

katalytische Funktion dieser Proteine darin besteht die Isomerisierung der 

Peptidbindung zwischen Prolin und der Aminosäure vor Prolin von trans zu cis zu 

beschleunigen (Lang et al. 1987). 

 

Die Hemmung der Aktivität der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen ist ein 

essentieller Bestandteil der Immunsuppression. Es konnte gezeigt werden, dass 

Immunsuppressiva an Prolylisomerasen binden und deren Aktivität hemmen 

(Schreiber and Fersht 1993). Auf Basis dieser Bindung werden die Isomerasen in 

drei Untergruppen eingeteilt: Cyclophiline (binden Cyclosporin A), die Parvulin-

ähnlichen Proteine (binden keine Immunsuppressiva), und die FK506 bindenden 

Proteine (FKBP) (Abbildung 1-11). 
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Abbildung 1-11: Vertreter der drei verschiedenen Unterklassen der Peptidyl-cis/trans-

Isomerasen.  

Dargestellt sind humanes Cyclophilin 18 (A) (Ottiger et al. 1997), humanes Parvulin 14 (B) 

(Terada et al. 2001) und humanes FKBP12 (C) (Szep et al. 2009). In blau sind die α-Helices, 

in rot die β-Faltblattstrukturen und in grau die random coil-Bereiche der Proteine markiert. 

Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den 

PDBs: 1OCA, 1FJD und 2PPN. 

 

Die Unterteilung der Prolylisomerasen in drei verschiedene Unterklassen erfolgt vor 

allem auf Basis der strukturellen Unterschiede der Proteine. Bei den Cyclophilinen 

bildet eine achtsträngige β-Faltblattstruktur eine hydrophobe Tasche, welche der 

Bindung des Inhibitors Cyclosporin A dient (Ke et al. 1991; Mikol et al. 1993). 

Wohingegen die Parvulin-ähnlichen Proteine eine Peptidyl-Prolylisomerase-Domäne 

besitzen, die aus einer β-Faltblattstruktur besteht, deren Stränge von vier α-Helices 

umgeben sind (Shaw 2002). Bei den FKBP-Proteinen handelt es sich um kleine 

Eindomänenproteine bzw. um eine Domäne eines Proteins, welche aus einer 

fünfsträngigen β-Faltblattstruktur und einer kurzen α-Helix besteht. Auffällig ist bei 

diesen Enzymen vor allem die hohe Substratspezifität gegenüber der Aminosäure 

vor dem Prolin. Hierbei ist die enzymatische Aktivität bei hydrophoben Aminosäuren 

um bis zu 1000-fach stärker, als bei polaren (Harrison and Stein 1990). Das aktive 

Zentrum dieser Proteine wird von einer Reihe konservierter aliphatischer und 

aromatischer Aminosäuren gebildet, welche ein hydrophobes Milieu erschaffen, das 

bei der Bindung des Substrates zu einer Destabilisierung der Peptidbindung führt. 
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1.5. Zielsetzung der Arbeit 

 

Das Phytohormon ABA ist ein zentraler Regulator für die Anpassung an biotische 

oder abiotische Stressfaktoren (Arc et al. 2013; Lee et al. 2006; Xu et al. 2012; 

Christmann et al. 2006) und seine Bindung an den ABA Rezeptor und die daraus 

resultierende Inhibition der PP2Cs der zentrale Mechanismus der ABA-induzierten 

Signalkaskade (Hauser et al. 2011; Miyazono et al. 2009; Raghavendra et al. 2010). 

Diese Kernkomponenten des ABA-Signalweges sind seit ihrer Entdeckung 

Gegenstand intensiver Forschungen (Ma et al. 2009; Park et al. 2009). Angesichts 

der 14 in Arabidopsis vorkommenden RCARs und der neun PP2Cs, die diesen 

gegenüber stehen, ist die Bildung des RCAR-PP2C-Komplexes ein kompliziertes 

Interaktionsnetzwerk, dessen Charakterisierung in den letzten Jahren begonnen 

wurde. Im Rahmen dieser Arbeit gilt es zunächst die Vielzahl an kombinatorischen 

Möglichkeiten zwischen RCARs und PP2Cs in vitro zu analysieren um Spezifitäten 

innerhalb dieser Kombinationen zu untersuchen bzw. nachzuweisen ob alle dieser 

möglichen RCAR-PP2C Kombinationen eine regulatorische Funktion zeigen. Hierzu 

sollen alle 14 RCARs aus Arabidopsis thaliana analysiert werden. 

Des Weiteren ist die Rolle der Bindung des Phytohormons ABA als ein 

entscheidender Faktor für die Interaktionen des heterotrimeren Komplexes von 

besonderem Interesse. Bereits bei der Identifikation der RCARs zeigte die 

Verwendung eines synthetischen Wachstumsinhibitors als alternativer Ligand, dass 

die Bindungstasche eine gewisse Flexibilität bezüglich der an der Koordination von 

ABA und an der Bildung der Bindungstasche beteiligten Aminosäuren besitzt (Park et 

al. 2009). In dieser Arbeit sollen ABA-Analoge und chemisch verwandte 

Verbindungen verwendet werden um die Eigenschaften und Spezifitäten aller 14 

regulatorischen Proteine zu analysieren. Abschließend soll der Frage nachgegangen 

werden, ob es sich bei den RCARs um Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen handelt, 

da die Konformationsänderung von einem cis- zu einem trans-Prolin, einen zentralen 

und inhibitorisch entscheidenden Schritt der ABA-Bindung darstellt.  
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2. Ergebnisse 

2.1. Expression, Reinigung, Konzentrations- und Aktivitätsbestimmung von 

RCARs und PP2Cs 

 

Die Proteinphosphatasen PP2CA, ABI1, ABI2 und HAB1 sowie die RCARs 1-14 aus 

Arabidopsis thaliana und die Proteine ABI1, RCAR1 und RCAR2 aus Marchantia 

polymorpha wurden heterolog in Escherichia coli exprimiert. Die Expression aller 

Proteine wurde unter Verwendung verschiedener Vektoren, E. coli Stämme, 

Temperaturen und Expressionszeiten optimiert. Des Weiteren wurden verschiedene 

Induktionsmittel, sowie Konzentrationen derselben getestet. In Tabelle 4-4 sind die 

Bedingungen aufgeführt bei welchen eine ausreichende Menge an funktionellem 

Protein erhalten werden konnte.  

 

Alle Proteine aus Arabidopsis thaliana besaßen einen N-terminalen Hexa-Histidintag, 

wohingegen diejenigen aus Marchantia polymorpha sowohl über einen N-, als auch 

einen C-terminalen His-Tag verfügten. Nach Aufschluss der Zellen und Abtrennung 

der Zellreste wurden die RCARs und Proteinphosphatasen über eine 

Ni-Affinitätschromatographie von den E. coli Proteinen abgetrennt. Die Reinigung 

variierte hierbei qualitativ je nach Beschaffenheit und Menge des exprimierten 

Proteins und des verwendeten E. coli Stammes. In Abbildung 2-1 und Tabelle 2-1 

wurden SDS-PAGEs bzw. eine Übersicht über die gereinigten Proteine dargestellt. 

Die SDS-PAGEs zeigten, dass bei vielen Reinigungen neben dem gewünschten 

Protein (mit Pfeilen markiert) noch weitere Banden zu erkennen waren, die das 

Vorhandensein von Fremdproteinen anzeigten. Diese Kontaminationen bestanden 

vermutlich aus E. coli Proteinen, welche ebenfalls an die Ni-Säule binden konnten 

oder solchen, die in der Lage waren mit den gebundenen Proteinen zu assoziieren. 

Die gereinigten Proteine wurden für eine Aktivitätsanalyse verwendet, die spezifisch 

für die Aktivität der Proteinphosphatasen und ihre Regulation durch die RCAR-

Proteine war. Eine Konzentrationsbestimmung der gewünschten Proteine über den 

Absorptionskoeffizienten oder die Bradfordmethode war aufgrund der Präsenz von 

Fremdproteinen, welche über ihre eigene Absorption das Ergebnis einer solchen 

Konzentrationsbestimmung verfälschen würden, nicht möglich. Stattdessen wurde 
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die Konzentration der Proteine über die Größe und Intensität der Banden bestimmt 

(4.3.8). Zu diesem Zweck wurden, wie in Abbildung 2-1D zu sehen, definierte 

Mengen einer BSA-Stammlösung als Standard eingesetzt um über den Vergleich der 

Bandenintensitäten eine Aussage über die Konzentration treffen zu können.  

 

 

Abbildung 2-1: Rekombinant in E.Coli exprimierte und über einen Hexahistidintag 

gereinigte Proteine 

Die regulatorischen Proteine RCAR1, 2, 3, 4, 5, 6 (A), 7 (B), 8 ,9, 10, 11, 12, 13, 14 (C) 

sowie die Proteinphosphatasen HAB1, ABI1, ABI2 (D) aus Arabidopsis und die RCARs 1 

und 2, sowie die Proteinphoshatase ABI1 (D) aus M. polymorpha wurden über einen 

Hexahistidintag gereinigt. Die Proteinkonzentration wurde mittels Verdünnungen einer BSA-

Stammlösung (100 µg/ml, 75 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml) bestimmt (D). 

 

Durch die Bestimmung der Konzentration und der erhaltenen Menge an Eluat konnte 

für jede durchgeführte Reinigung die Proteinmenge ermittelt werden. Die daraus 
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resultierenden durchschnittlichen Mengen wurden auf eine Aufreinigung aus 500 ml 

LB-Medium normiert und sind in Tabelle 2-1 aufgeführt. 

 

Tabelle 2-1: Aus E. coli rekombinant gereinigte Proteine, Herkunftsorganismus und die 

erhaltene Proteinmenge je 500 ml LB-Medium 

Protein Organismus 
Proteinmenge 

je 500 ml LB  
Protein Organismus 

Proteinmenge 

je 500 ml LB  

PP2CA A. thaliana 1,2 mg RCAR8 A. thaliana 1 mg 

ABI1 A. thaliana 150 µg RCAR9 A. thaliana 3 mg 

ABI2 A. thaliana 0,3 mg RCAR10 A. thaliana 0,3 mg 

HAB1 A. thaliana 0,25 mg RCAR11 A. thaliana 4 mg 

RCAR1 A. thaliana 50 µg RCAR12 A. thaliana 4 mg 

RCAR2 A. thaliana 80 µg RCAR13 A. thaliana 4 mg 

RCAR3 A. thaliana 25 µg RCAR14 A. thaliana 4 mg 

RCAR4 A. thaliana 200 µg ABI1 M. polymorpha 0,3 mg 

RCAR5 A. thaliana 25 µg RCAR1 M. polymorpha 0,5 mg 

RCAR6 A. thaliana 25 µg RCAR2 M. polymorpha 0,6 mg 

RCAR7 A. thaliana 25 µg    

 

Alle Experimente dieser Arbeit wurden mit Proteinen nach diesem Reinigungsschritt 

durchgeführt. Es zeigte sich, dass die Proteinphosphatasen mit der Zeit in in vitro 

Experimenten deutlich an Aktivität verloren. Über einen Zeitraum von acht Stunden 

konnte die Ausgangsaktivität einer Proteinphosphatase um bis zu 40% sinken. Das 

Einführen weiterer Reinigungsschritte hätte potentiell zur Abnahme in der 

enzymatischen Aktivität einiger Proteinphosphatasen geführt. Für die Durchführung 

des Aktivitätsassays spielte die Anwesenheit der Fremdproteine keine Rolle, da 

dieser auf dem Substrat 4-Methylumbelliferylphosphat (MUP) basierte, welches eine 

Fluoreszenzänderung bei 460 nm nach Anregung bei einer Wellenlänge von 360 nm 

zeigte. Dies konnte gezeigt werden, indem eine E. coli Kultur gereinigt wurde, welche 

kein Plasmid trug und daher nur die kontaminierenden Proteine enthielt. Hierbei 

wurde das Experiment analog zu 4.3.9 durchgeführt, allerdings wurde statt mQ H2O 

die gereinigte E. coli Probe verwendet. Die zusätzliche Anwesenheit dieser Probe 

zeigte keine Veränderung der ABA-abhängigen Messungen oder hatte Einfluss auf 

die Aktivität der PP2Cs (Abbildung 2-2C). 
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Es musste allerdings berücksichtigt werden, dass die Bestimmung der Konzentration 

über den Vergleich der Größe und Intensität per se nicht exakt war und 

Abweichungen bis zu Faktor zwei zu erwarten waren. Hierbei konnte der 

Aktivitätsassay nicht nur als ein zusätzliches Mittel zur quantitativen Bestätigung 

dienen, sondern ebenfalls die Qualität der gereinigten Proteine beurteilen. Auf Basis 

der in der SDS-PAGE ermittelten Konzentration der Proteine wurden 

Aktivitätsmessungen der Proteinphosphatasen durchgeführt (Abbildung 2-2A). Durch 

den Vergleich verschiedener Reinigungen und Konzentrationsbestimmungen ergab 

sich, dass die Proteinphosphatasen in der Aktivitätsanalyse eine spezifische Aktivität 

von HAB1 161 nkatal/mg, ABI1 103 nkatal/mg, ABI2 136 nkatal/mg und PP2CA 

223 nkatal/mg gegenüber MUP aufwiesen. Die spezifischen Aktivitäten aller weiteren 

Reinigungen der PP2Cs sollten entsprechend im Bereich dieser ermittelten 

enzymatischen Aktivitäten liegen. Somit konnte festgestellt werden, ob es sich bei 

dem Protein um ein aktiv gereinigtes Enzym handelte. Weichen die 

Konzentrationsbestimmung über das Gel und die aus der Aktivität geschlussfolgerte 

Konzentration dagegen stark voneinander ab, so musste davon ausgegangen 

werden, dass die Proteinphosphatasen teilweise inaktiv gereinigt wurden und 

demzufolge nicht für weitere Analysen geeignet waren. Diese Fälle traten 

insbesondere dann ein, wenn die Konzentration der in Lösung befindlichen Proteine 

zu hoch war und es zur Aggregatbildung kam. Des Weiteren geht aus Abbildung 2-2A 

hervor, dass bei allen gemessenen Proteinphosphatasen die Aktivität proportional 

zur Konzentration zunimmt; bis zu einer Phosphatasekonzentration von 50 nM. Bei 

höheren Konzentrationen war vor allem bei PP2CA zu beobachten, dass eine 

proportionale Zunahme nicht mehr gegeben war. Dies war nicht weiter überraschend, 

da die Reaktion einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt und sich asymptotisch ihrem 

Sättigungswert annähert. Da für die Auswertung der Aktivitätsanalysen die 

apparenten Raten des linearen Abschnittes der Enzymkinetik genutzt wurden, 

wurden alle folgenden Aktivitätsanalysen bei einer PP2C-Konzentration von 50 nM 

durchgeführt.  
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Abbildung 2-2: Aktivitätsanalyse der Proteinphosphatasen HAB1, ABI1, ABI2 und 

PP2CA, sowie Inhibition von ABI2 mit RCAR8 und RCAR14 

(A) Aktivität verschiedener Konzentrationen von ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA mit dem 

Substrat MUP. (B) Die Proteinphosphatase ABI2 (50 nM) wurde in Gegenwart von 1 mM 

ABA mit verschiedenen Konzentrationen an RCAR8 inkubiert und anschließend die Aktivität 

der Proteinphosphatase bestimmt. (C) Die Proteinphosphatase ABI2 (50 nM) wurde mit 

Puffer, gereinigten E. coli Proteinen, RCAR14, sowie einer Mischung aus RCAR14 und 

gereinigten E. coli Proteinen in Abhängigkeit von ABA gemessen. Die RCAR14 

Konzentration betrug 100 nM. Die Werte wurden auf die Aktivität der Proteinphosphatase 

ABI2 mit RCAR14 bei 0 mM ABA (0%) und 1 mM ABA (100%) normiert. Die Analysen 

wurden in drei Wiederholungen durchgeführt (±SD). 

 

In einem ähnlichen Verfahren wurde die aus dem SDS-Gel abgeschätzte 

Konzentration der RCAR-Proteine überprüft (Abbildung 2-2B). In Gegenwart einer 

hohen ABA Konzentration (1 mM), wurde das zu untersuchende RCAR-Protein in 

verschiedenen Konzentrationen mit einer der Proteinphosphatasen inkubiert. Die 

Konzentration der Proteinphosphatase wurde im vorigen Verfahren bestimmt und mit 
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50 nM eingesetzt. Angesichts der hohen Konzentration an ABA war davon 

auszugehen, dass bei jeder Bindung eines RCARs an eine PP2C diese ABA-

abhängig inhibiert und der trimere Komplex stabilisiert wurde. Theoretisch sollte 

daher bei einem 1:1 Verhältnis zwischen PP2C zu RCAR eine weitgehend 

vollständige Inhibierung der Enzymaktivität eintreten. Allerdings muss berücksichtigt 

werden, dass ein leichter Überschuss von RCAR vorhanden sein muss, um eine 

vollständige Inhibition zu erzielen. Daher wurden auch in den meisten der folgenden 

Experimente die RCAR Proteine stets im zweifachen Überschuss im Verhältnis zur 

PP2C verwendet. Aus Abbildung 2-2 geht hervor, dass bei dieser Konzentration an 

regulatorischen Protein die Proteinphosphataseaktivität nahezu vollständig inhibiert 

war.  

 

2.2.  Biochemische Analyse der ABA-Rezeptor Familie 

 

RCARs und PP2Cs repräsentieren eine Proteinfamilie bestehend aus 14 bzw. 9 

Mitgliedern in Arabidopsis thaliana (Ma et al. 2009; Nishimura et al. 2010; Park et al. 

2009). Die RCAR Proteine lassen sich aufgrund ihrer Homologie in drei Unterfamilien 

unterteilen (Ma et al. 2009). Sie verfügen über eine hydrophobe Bindetasche, welche 

mit dem Liganden ABA interagiert (Nakagawa et al. 2014). Durch die Bindung des 

Phytohormons wird eine Konformationsänderung des Proteins induziert, welche in 

einer beinahe vollständig geschlossenen Hülle des RCARs um den Liganden 

resultiert (Nishimura et al. 2009). Die einzige nicht RCAR-Aminosäure, die direkt mit 

dem Liganden interagiert, ist ein Trypthophan, welches zu der mit dem RCAR-Protein 

interagierenden Proteinphosphatase gehört (Miyazono et al. 2009).  

Es existieren zwei Modelle, welche die Bildung des heterotrimeren Komplexes 

erläutern. Die erste Hypothese geht von einer Heterodimerisierung der PP2C und der 

regulatorischen Komponente sowie einer anschließenden Bindung des Liganden aus 

(Ma et al. 2009). Im zweiten Fall bindet zunächst das Phytohormon an ein aus 

RCARs bestehendes Homodimer; dies führt zu einer Monomerisierung des 

Komplexes. Anschließend wird die Aktivität der Proteinphosphatase durch die 

Bindung des Koenzyms inhibiert. Die Bindetasche aller 14 RCARs liegt, mit nur 

vereinzelten Ausnahmen, konserviert vor. Im Folgenden wurden mittels in vitro 

Analysen die Unterschiede zwischen den einzelnen PP2C-RCAR Kombinationen 

aufgezeigt und analysiert.  
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2.2.1. Regulation der Proteinphosphatasen 2C durch RCARs 

 

Die in E. coli rekombinant exprimierten und gereinigten PP2C Proteine wurden 

mittels des Substrates MUP auf ihre Aktivität getestet. Die Proteinphosphatasen 

dephosphorylierten hierbei das im Überschuss zugesetzte Substrat. Diese Reaktion 

konnte fluorimetrisch verfolgt werden. Die Zugabe eines zweifachen Überschusses 

von RCAR-Proteinen zu PP2Cs resultierte in Abwesenheit des ABA-Liganden in 

einer Veränderung der Proteinphosphataseaktivität. Obwohl die RCARs sowohl im 

Bereich ihrer Bindungstasche, als auch im Bereich der Interaktionsoberfläche mit den 

Proteinphosphatasen konserviert vorliegen (Hauser et al. 2011), zeigten sich 

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen PP2C-RCAR Kombinationen.  

Aus Abbildung 2-3 geht hervor, dass nur wenige Kombinationen aus RCARs und 

Proteinphosphatasen eine unveränderte Aktivität im Vergleich zur 

Proteinphosphatase ohne RCAR (100%) aufwiesen. Des Weiteren war ersichtlich, 

dass alle Enzyme von einigen der regulatorischen Proteine gegensätzlich beeinflusst 

wurden. Die Unterfamilie III hatte den geringsten Einfluss auf die Aktivität der 

Proteinphosphatasen. Hierbei zeigte keine der Kombinationen mit den 

verschiedenen PP2Cs eine Inhibierung die stärker war als 20%; mit Ausnahme der 

Kombination ABI1-RCAR11, die eine inhibitorische Wirkung von 14% aufwies, 

zeigten RCAR11, 12 und 14 keine negative Regulation der enzymatischen Aktivität. 

Die stärkste inhibierende Wirkung dieser Untergruppe besaß RCAR13 mit den 

PP2Cs ABI1 (16%) und HAB1 (19%). Allerdings konnte beobachtet werden, dass 

RCAR14 bei allen PP2Cs zu einer positiven Regulation der Aktivität führte. Die 

zweite Unterfamilie der RCARs zeigte eine differenziertere Regulation, welche vor 

allem abhängig von den eingesetzten Proteinphosphatasen war. Während die 

PP2CA positiv (RCAR5 und 7) oder gar nicht (RCAR6, 8, 9 und 10) reguliert wurde, 

zeigte ABI2 bei allen RCARs der Unterfamilie II eine durchgehend negative 

Regulation von minimal 36% mit RCAR5 bis hin zu maximal 59% mit RCAR9. Die 

einzige Ausnahme bildete RCAR10, welches keine der eingesetzten PP2Cs 

inhibierte, aber in der Lage war ABI2 und HAB1 positiv zu regulieren. Im Gegensatz 

zu ABI2, konnte für ABI1 und HAB1 jeweils eine Kombination mit einer sehr starken 

(ABI1-RCAR9 92% Inhibierung und HAB1-RCAR8 66% Inhibierung) inhibitorischen 

Wirkung ermittelt werden. Des Weiteren zeigten diese beiden PP2Cs nur eine 
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weitere Kombination mit einer mittelmäßigen (ABI1-RCAR7 34% Inhibierung und 

HAB1-RCAR9 37% Inhibierung) inhibitorischen Wirkung, während sie durch die 

übrigen RCARs nicht negativ in ihrer Aktivität beeinflusst wurden und RCAR5, 

ähnlich wie bei PP2CA, auch bei ABI1 die enzymatische Aktivität erhöhte.    

Hierbei wurde gezeigt, dass die eingesetzte Proteinphosphatase die Fähigkeit des 

RCARs zur Regulation wesentlich beeinflusste. Im Falle von RCAR5 entschied die 

verwendete Proteinphosphatase, ob es sich bei dem Protein um einen positiven 

Regulator handelte, welcher die Aktivität der Proteinphosphatase PP2CA 

verdoppelte bzw. bei ABI1 um 58% steigerte oder um einen negativen Regulator der 

die Aktivität von ABI2 auf 64% reduzierte. 

Die erste Unterfamilie der RCARs besaß kein Mitglied, welches in der Lage war 

HAB1, ABI2 oder PP2CA positiv zu regulieren, lediglich in Kombination mit ABI1 

zeigte sich bei den RCARs1-3 eine Steigerung der Aktivität um etwa 20%. Im 

Gegensatz dazu lag in Gegenwart von ABI2 eine ausschließlich negative Regulation 

vor. Auch bei PP2CA waren sowohl RCAR1 als auch RCAR4 negative Regulatoren, 

wohingegen RCAR2 und 3 die PP2CA nicht signifikant beeinflussten.  
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Abbildung 2-3: RCAR-abhängige Regulation der Proteinphosphataseaktivität in 

Abwesenheit von ABA 

Die Fluoreszenz des Substrats MUP wurde bei jeder Messung für 20 min bei 30 °C verfolgt. 

Jede Messung erfolgte bei einer PP2C-Konzentration von 50 nM und einer RCAR-

Konzentration von 100 nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der Proteinphosphatasen 

(100%) normiert. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen durchgeführt (±SD). 
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Diese Messdaten zeigten ein ambivalentes Ergebnis. In Bezug auf RCAR4, welches 

mit Abstand die stärkste Regulation aller Proteinphosphatasen aufwies, konnte 

festgestellt werden, dass eine ABA-unabhängige Regulation vorhanden war. 

Allerdings zeigten auch mehrere PP2C-RCAR Kombinationen, vor allem die der 

dritten Untergruppe, keine Veränderung der Proteinphosphataseaktivität durch 

Zugabe der regulatorischen Komponente. Insgesamt ergab sich, dass einige RCARs 

in der Lage waren ABA-unabhängig Proteinphosphatasen zu regulieren, diese 

Regulation konnte allerdings sowohl positiv als auch negativ sein. Die verwendete 

Proteinphosphatase spielte hierbei eine große Rolle und konnte, wie im Fall von 

RCAR5 und 7 unter Umständen sogar eine eindeutig antagonistische Regulation 

aufweisen. Alle bisherigen Messungen erfolgten bei einem zweifachen Überschuss 

des regulatorischen Proteins. Im Folgenden sollten die Auswirkungen von größeren 

Mengen der RCARs auf die enzymatische Aktivität analysiert werden. Hierzu wurden 

ABI2 und PP2CA gegen jeweils einen Vertreter der Unterfamilie der RCARs titriert.  

 

Abbildung 2-4: RCAR-abhängige Regulation der Proteinphosphatasen ABI2 und 

PP2CA 

Die Proteinphosphatasen ABI2 und PP2CA (50 nM) wurden in Abwesenheit von ABA mit 

verschiedenen Konzentrationen an RCAR3 (A), RCAR8 (B) und RCAR11 (C) inkubiert und 

anschließend die Aktivität der Proteinphosphatase bestimmt. Die Analysen wurden in drei 

Wiederholungen durchgeführt (±SD). 

 

Die in Abbildung 2-4 ermittelten Daten bestätigten die vorherigen Messungen. 

Hierbei war RCAR3, als Vertreter der ersten Unterfamilie der regulatorischen 

Proteine in der Lage die Aktivität von ABI2 zu reduzieren, wohingegen sich kein 

Unterschied in Kombination mit PP2CA zeigte. RCAR8 konnte ebenfalls ABI2 

inhibieren und im direkten Vergleich erwies sich die Inhibierung durch RCAR8 als 

stärker im Vergleich zu RCAR3. Wie bereits in Abbildung 2-3 zu beobachten war 
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zeigte RCAR8 eine positive Regulation der PP2CA. In Kombination mit RCAR11, als 

Vertreter der dritten Unterfamilie, konnte bei keiner der beiden Proteinphosphatasen 

eine positive oder negative Regulation beobachtet werden.  

Des Weiteren zeigten die Messungen, dass höhere Konzentrationen an RCARs 

einem Sättigungswert entgegenstreben und die negative Regulation von ABI2 bei 

einem sechsfachen Überschuss des Proteins ihr Maximum erreichte. Im Gegensatz 

hierzu wies RCAR8 in Kombination mit ABI2 noch bis zu einem zehnfachen 

Überschuss an regulatorischen Protein eine Reduktion der enzymatischen Aktivität 

auf; wohingegen die positive Regulation der PP2CA bereits bei einem 1,5-fachen 

Überschuss an RCAR8 ihr Maximum erreichte. Es konnte davon ausgegangen 

werden, dass sowohl die positive als auch die negative Regulation der Aktivität der 

PP2Cs auf eine direkte Interaktion mit dem zugesetzten RCARs zurückzuführen 

waren. Gemäß dem in der Einleitung vorgestellten Modell deutete die maximale bzw. 

minimale Aktivität von ABI2 und PP2CA in Abbildung 2-4 darauf hin, dass jede der 

Proteinphosphatasen zu diesem Zeitpunkt mit einem der zugesetzten regulatorischen 

Proteine im Komplex vorlag.  

 

2.2.2. ABA-induzierte-Regulation der PP2Cs durch RCARs 

 

Aus den ABA-unabhängigen Messungen aus 2.2.1 ging hervor, dass RCARs, trotz 

ihrer Homologie, sehr unterschiedliche Regulationen und Spezifitäten gegenüber den 

Proteinphosphatasen zeigten. Im Folgenden wurde die ABA-Abhängigkeit dieser 

Regulation getestet. Die Daten wurden hierfür jeweils von 0-100% normiert. Die 

Normierung bezog sich auf die Aktivität der Proteinphosphatase, welche nach 

Zugabe eines zweifachen Überschusses des RCAR Proteins ermittelt wurde 

(Abbildung 2-5). Eine Messung in Gegenwart von 1 mM ABA stellte jeweils die 

maximal durch ABA induzierte Regulation der jeweiligen Proteinphosphatase dar und 

wurde als 100% Inhibition angesehen. Im Folgenden wurden zunächst alle 14 

RCARs mit der Proteinphosphatase ABI2 gemessen. 

 

Aus Abbildung 2-5 ging hervor, dass alle 14 RCARs in der Lage waren ABI2 zu 

regulieren. Allerdings zeigten sich Unterschiede in der Effizienz der Regulation der 

Proteinphosphatase. Die Mehrheit der RCARs erreichte im gleichen 

Konzentrationsbereich von ca. 20-60 nM ABA eine halbmaximale Inhibierung der 
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Aktivität, allerdings konnten bei einigen wenigen RCARs auch Abweichungen von 

dieser Regel festgestellt werden. Die IC50-Werte der einzelnen Messungen wurden in 

Tabelle 2-2 zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 2-5: ABA abhängige Regulation von ABI2 

Die Messungen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an ABA für 20 min bei 30 °C 

verfolgt. Jede Messung erfolgte bei einer ABI2-Konzentration von 50 nM und einer RCAR-

Konzentration von 100 nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der Proteinphosphatase ABI2 

mit dem entsprechenden RCAR bei 1 mM ABA (100%) normiert. Die Analysen wurden in 

drei Wiederholungen durchgeführt (±SD).  

 

Durchgehend war für die meisten RCARs ein IC50-Wert im zweistelligen 

nanomolaren Bereich zu erkennen. Vor allem in der Unterfamilie II war dies bei allen 

Mitgliedern der Fall. Die beste inhibitorische Wirkung dieser Untergruppe und 

insgesamt aller RCARs zeigte RCAR8 mit einem IC50-Wert von 17 nM; die 

schlechteste RCAR10 mit einem vierfach höheren Wert. Vergleicht man dies mit der 
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Unterfamilie III, wies RCAR12, welches erst bei einer Konzentration von 274 nM eine 

halbmaximale Inhibierung erreichte, die größte Differenz auf. Im Gegensatz hierzu 

waren die anderen Mitglieder der Untergruppe im gleichen inhibitorischen 

Konzentrationsbereich angesiedelt, wie die der Unterfamilie II. Die schlechteste 

Kombination der ABI2-RCARs stellte RCAR2 dar. Eine halbmaximale Inhibition für 

dieses Protein wurde erst bei einer Konzentration von 6,35 µM erreicht. Selbst 

RCAR1, welches im Durchschnitt eine schlechtere regulatorische Fähigkeit zeigte als 

die meisten übrigen RCARs, ist 40-mal effektiver als RCAR2. 

Bei den durchgeführten Analysen ergab sich eine Auffälligkeit. Alle Messungen 

wurden bei einer Konzentration von 50 nM ABI2 und 100 nM RCAR durchgeführt. 

Die Abschätzung der Konzentrationen erfolgte über SDS-PAGE und durch eine 

Titration wurde das Verhältnis und die enzymatische Aktivität der einzelnen 

Komponenten bestätigt (vgl. 2.1). Die theoretisch bestmögliche Konzentration des 

Liganden, in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1:1, um die enzymatische 

Aktivität um 50% zu inhibieren sollte folglich 25 nM betragen. Die Messungen von 

IC50-Werten die um bzw. unter dieser Konzentration lagen waren daher eine 

Überraschung. 

 

Tabelle 2-2: Halbmaximale durch ABA-induzierte Inhibierung [nM] von ABI2 mit allen 

14 RCARs aus Abbildung 2-5.  

RCAR IC50 [nM] ±SD [nM]  RCAR IC50 [nM] ±SD [nM]  

1 143 8 8 17 1 

2 6350 532 9 23 2 

3 44 3 10 59 2 

4 78 9 11 79 3 

5 47 3 12 274 16 

6 53 3 13 18 4 

7 39 1 14 31 1 

 

Abbildung 2-5 zeigte, dass die RCARs eine ABA-Konzentrationsabhängigkeit ihrer 

regulatorischen Effizienz besitzen. Es konnte beobachtet werden, dass annähernd 

alle RCARs in einem niedrigen Konzentrationsbereich eine effiziente Inhibierung der 

ABI2-Aktivität ermöglichten. Des Weiteren wurden ebenfalls drei Kombinationen 

identifiziert, welche höhere ABA-Konzentrationen benötigten.  
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Somit kann festgehalten werden, dass für die Proteinphosphatase ABI2 nicht eine 

bestimmte, regulatorisch effizienteste Kombination zur Regulation ihrer Aktivität 

existiert. Vielmehr ist das Gegenteil der Fall, wobei die Mehrzahl aller RCARs in der 

Lage war die Proteinphosphatase effektiv zu regulieren, wohingegen bei einigen 

wenigen Ausnahmen diese Fähigkeit fehlte und erst deutlich höhere Konzentrationen 

des Phytohormons einen entsprechenden Effekt erzielen konnten. Hierbei war zu 

beachten, dass diese diskriminierten RCARs verschiedenen Unterfamilien 

angehörten. Da die Unterfamilie auf Basis der Primärstruktur der Proteine festgesetzt 

worden war, war anzunehmen, dass keine großen Unterschiede in der 

dreidimensionalen Struktur zu den verschiedenen Ergebnissen führten, sondern 

vielmehr, einzelne ungleiche Aminosäuren zwischen den Proteinen einen großen 

Einfluss darauf besaßen, ob und wie effizient die Proteinphosphatasen durch die 

regulatorischen Proteine inhibiert werden konnten. Hierbei war allerdings 

Voraussetzung, dass alle gemessenen Proteine vollständig funktional gereinigt 

wurden, wobei vor allem die starke Abweichung des IC50-Wertes von RCAR2 auf ein 

mögliches Problem hinwies. 

 

Bereits aus der direkten Regulation der PP2Cs durch die RCARs in Abwesenheit des 

Liganden ging hervor, dass die beiden Untergruppen der PP2Cs sich stark bezüglich 

der inhibierenden Wirkung der regulatorischen Proteine unterscheiden (vgl. 2.2.1). 

PP2CA zeigte sich dabei deutlich insensitiver gegenüber dem inhibierenden Einfluss 

der RCARs als ABI2. Im Folgenden wurde daher die ABA-Abhängigkeit der 

Regulation aller 14 RCARs in Kombination mit PP2CA getestet (Abbildung 2-6). 

Hierbei bestätigte sich der Eindruck aus 2.2.1, da PP2CA sich insgesamt als 

resistenter gegenüber des inhibitorischen Effektes der RCARs zeigte und die IC50-

Werte durchschnittlich erst bei höheren Konzentrationen an ABA erreicht wurden 

(vgl. Tabelle 2-3). Nur vier der RCARs erzielten eine halbmaximale Inhibierung der 

Aktivität in einem Konzentrationsbereich von 20-60 nM ABA.  
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Abbildung 2-6: ABA abhängige Regulation von PP2CA 

Die Messungen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an ABA für 20 min bei 30 °C 

verfolgt. Jede Messung erfolgte bei einer PP2CA-Konzentration von 50 nM und einer RCAR-

Konzentration von 100 nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der Proteinphosphatase 

PP2CA mit dem entsprechenden RCAR bei 1 mM ABA (100%) normiert. Die Analysen 

wurden in drei Wiederholungen durchgeführt (±SD). 

 

Insgesamt konnte die Regulation der PP2CA durch die RCARs in drei 

Konzentrationsbereiche von ABA unterteilt werden. Hierbei waren RCAR7, 8, 9 und 

14 in der Lage PP2CA in einem Bereich von 20-60 nM ABA halbmaximal zu 

inhibieren, während RCAR1, 4, 6 und 13 eine gleichwertige Regulation erst in einem 

ABA-Konzentrationsbereich von 100-180 nM erzielten. Eine durchschnittlich dreifach 

höhere Konzentration zu diesem mittleren Bereich benötigten die RCARs2, 10, 11 

und 12. Die schlechteste Kombination der PP2CA-RCARs zeigte RCAR3. Die 

halbmaximale Inhibition für dieses Protein wurde erst bei einer ABA-Konzentration 

von 7,97 µM erreicht und war damit vergleichbar mit dem ABI2-RCAR2 Komplex aus 
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Abbildung 2-5. Auch wenn drei der vier RCAR-Proteine, welche die PP2CA am 

effizientesten inhibierten, aus Unterfamilie zwei stammten, konnte bei dieser 

Proteinphosphatase keine klare Unterteilung in ähnliche inhibitorische 

Konzentrationsbereiche in Bezug auf die Untergruppen der regulatorischen Proteine 

festgestellt werden. Vielmehr schien jede Gruppe Proteine zu besitzen, die die 

enzymatische Aktivität in verschiedenen Konzentrationsbereichen an ABA inhibieren 

konnten.  

 

Tabelle 2-3: Halbmaximale durch ABA-induzierte Inhibierung [nM] von PP2CA mit allen 

14 RCARs aus Abbildung 2-6. 

RCAR IC50 [nM] ±SD [nM]  RCAR IC50 [nM] ±SD [nM]  

1 150 8 8 35 2 

2 560 26 9 55 13 

3 7970 394 10 429 26 

4 135 7 11 379 11 

5 98 7 12 358 18 

6 173 9 13 146 6 

7 28 1 14 49 1 

 

Nach den aus den bisherigen Messungen ersichtlichen Unterschieden in der 

Regulation zwischen den Proteinphosphatasen PP2CA und ABI2 stellte sich die 

Frage ob dieses Muster für alle Enzyme Gültigkeit besaß oder auf die beiden 

Untergruppen der PP2Cs beschränkt war. Im Folgenden wurden PP2CA, HAB1, 

ABI1 und ABI2 rekombinant gereinigt und analysiert, ob auch hierbei eine Spezifität 

der Proteinphosphatase gegenüber einzelnen RCARs bzw. RCAR-Gruppen zu 

beobachten war. Ausgehend von den bisherigen Messungen konnte ermittelt 

werden, dass eine effiziente Regulation einer Proteinphosphatase etwa im Bereich 

von 30 nM liegen sollte. Sämtliche Messungen der PP2Cs wurden deshalb in diesem 

Konzentrationsbereich durchgeführt.  

Von den getesteten Enzymen in Abbildung 2-7, besaß ABI1 die größte 

Sequenzhomologie zu ABI2 (vgl. 1.2.1). Daher wurden bei beiden PP2Cs ähnliche 

Ergebnisse erwartet. Im Bezug darauf, dass RCAR8 das stärkste regulierende 

Protein darstellte und die meisten der Proteine in einem Konzentrationsbereich von 

30 nM ABA eine bereits sehr effiziente Regulation aufwiesen, wurden diese 
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Erwartungen erfüllt. Zusätzlich zeigte ABI1-RCAR2 keinerlei Regulation bei 30 nM 

ABA. Auffallend war hier allerdings die gleichzeitige Diskriminierung des Proteins 

RCAR7, welches nur eine leichte Inhibierung der Proteinphosphataseaktivität 

erzielte. Die aus ABI2 bekannten schwach regulatorischen RCARs1 und 12 wurden 

bei den durchgeführten Messungen mit ABI1 dagegen nicht diskriminiert; so besaß 

RCAR12 in etwa die gleiche regulatorische Effizienz wie der Rest der Unterfamilie III, 

wohingegen RCAR1 sogar nach RCAR8 und 3 einen der stärksten Regulatoren von 

ABI1 darstellte.  

HAB1, welches eine hohe Sequenzhomologie zu ABI1 besitzt, zeigte ebenfalls ein 

ähnliches Verhalten wie die vorherigen Proteinphosphatasen und eine effiziente 

Regulation in einem ABA-Konzentrationsbereich von 30 nM durch die meisten der 

RCAR-Proteine. Wie allerdings schon bei dem Vergleich von ABI2 zu ABI1 waren 

einige deutliche Unterschiede der regulatorischen Fähigkeiten der RCARs zu 

erkennen. So wurde RCAR8, das mit ABI1 und ABI2 eine vollständige Inhibition 

erreichte, in Kombination mit HAB1 durch RCAR13 als effizientestes inhibierendes 

RCAR abgelöst. Besonders auffällig war hierbei, dass RCAR1 durch ABI2 noch 

diskriminiert wurde. Des Weiteren wurden RCAR3 sowie RCAR7 in Kombination mit 

HAB1 präferentiell diskriminiert. 
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Abbildung 2-7: ABA-abhängige Regulation von ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA.  

Die Messungen wurden mit 30 nM ABA für 20 min bei 30 °C verfolgt. Jede Messung erfolgte 

bei einer Proteinphosphatase-Konzentration von 50 nM und einer RCAR-Konzentration von 

100nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der entsprechenden Proteinphosphatase mit dem 

entsprechenden RCAR bei 1mM ABA (100%) normiert. Die Analysen wurden in drei 

Replikaten durchgeführt (±SD). 
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Die Daten aus Abbildung 2-7 bestätigten die bisherigen Analysen, dass PP2CA, als 

Vertreter der anderen Untergruppe der PP2Cs, sich von den übrigen PP2Cs 

unterscheidet. Während bei allen anderen untersuchten Proteinphosphatasen 

bestimmte Kombinationen mit RCARs bei der eingesetzten Menge an ABA zu einer 

nahezu vollständigen Inhibition der Aktivität führten, konnte dies bei PP2CA nicht 

immer beobachtet werden. Zwar unterschieden sich auch hier die RCARs in ihrer 

regulatorischen Effizienz deutlich voneinander, doch erreichte keines der Proteine 

bei der zugesetzten ABA-Konzentration von 30 nM eine inhibitorische Effizienz von 

über 60%. RCAR7, ein bisher durchschnittliches oder im Fall von ABI1 und HAB1 nur 

leicht oder inaktives, regulatorisches Protein inhibierte die Aktivität der 

Proteinphosphatase am stärksten. Im Gegensatz zu den anderen PP2Cs scheint die 

PP2CA von den meisten RCARs insgesamt schwerer reguliert werden zu können. 

Die bisher ermittelten Daten zeichneten ein eindeutiges Bild des regulatorischen 

Netzwerkes der Proteinphosphatasen und RCARs in Arabidopsis thaliana. Es schien 

nicht der Fall zu sein, dass es bestimmte Kombinationen aus diesen beiden 

Proteinfamilien gibt, welche eine hochaffine Reaktion auf das Phytohormon zeigen, 

eher ist die Mehrzahl der getesteten RCAR-PP2C Proteine in der Lage, bereits bei 

niedrigeren Konzentrationen miteinander zu reagieren. Nur eine kleine Auswahl von 

kombinatorischen Möglichkeiten dieser Proteine tolerierte die Anwesenheit des 

Phytohormons in hohen Konzentrationen ohne eine Inhibierung der Aktivität zu 

induzieren.  
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2.3. Die regulatorische Funktion von RCAR7 

 

Bisher durchgeführte Interaktionsstudien zwischen den 9 PP2Cs und den 14 RCARs 

aus Arabidopsis thaliana haben eine sehr große Anzahl an möglichen Rezeptor-

Korezeptor-Kombinationen ergeben, obwohl noch keine genauere Aussage über die 

Spezifität dieser Interaktionen gegeben werden konnte (Antoni et al. 2013; Antoni et 

al. 2012; Bhaskara et al. 2012; Park et al. 2009; Santiago et al. 2009b). Mittels 

Substitutionsvarianten einzelner RCARs wurden kritische Aminosäuren identifiziert, 

welche die Interaktion zwischen Proteinphosphatase und RCAR maßgeblich 

beeinflussen (Mosquna et al. 2011; Dupeux et al. 2011a; Melcher et al. 2010; Ma et 

al. 2009). Über biochemische Analysen wurde bereits festgestellt, dass sowohl das 

RCAR Protein als auch die Proteinphosphatase einen großen Einfluss auf die 

Interaktion der Proteine haben (Hao et al. 2011; Ma et al. 2009; Santiago et al. 

2009b; Szostkiewicz et al. 2010). Bei allen untersuchten RCAR Proteinen wurde 

ausschließlich für RCAR7 festgestellt, dass drei kritische Aminosäuren nicht 

konserviert vorlagen. Diese drei von der konservierten Sequenz abweichenden 

Aminosäuren sind Glutamin 38, Leucin 67 und Phenylalanin 71 (Abbildung 2-8) und 

führten nach Li et al. 2013 und Zhao et al. 2013 zu einer ABA-unabhängigen 

Regulation des Proteins, sowie der Schlussfolgerung, dass ABA nicht in der Lage ist 

mit RCAR7 zu interagieren.  
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Abbildung 2-8: Sequenzvergleich aller 14 RCARs aus A. thaliana 

Ausschnitt des Sequenzvergleichs zwischen den 14 RCARs aus A. thaliana. Die Zahlen 

spiegeln die Position der Aminosäuren in RCAR7 wieder. Die in RCAR7 unterschiedlichen 

Aminosäuren sind gelb hervorgehoben.  

 

Die bereits in 2.2.2 festgestellte ABA-abhängige Regulation der Proteinphosphatasen 

ABI2 durch RCAR7 konnte in Abbildung 2-9A bestätigt werden. Hierbei zeigte sich 

eine ABA Abhängigkeit der ABI2-Phosphatase Regulation in der die eingesetzte 

RCAR7 Konzentration Einfluss auf die IC50-Werte hatte. Diese Beeinflussung war 

darauf zurückzuführen, dass bei äquimolaren Lösungen es innerhalb der 

Inkubationszeit nicht möglich war eine vollständige Sättigung der PP2Cs mit RCAR7 

zu erreichen. Dieser Versuch zeigte, warum für alle durchgeführten Messungen stets 

ein zweifacher Überschuss der RCAR Proteine verwendet wurde. Des Weiteren 

konnte gezeigt werden, dass die ABA-abhängige Regulation durch RCAR7 nicht auf 

die Proteinphosphatase ABI2 beschränkt war, sondern PP2CA und ABI1 ebenfalls 

von dem RCAR-Protein reguliert wurden (Abbildung 2-9B). Wobei sich hier der in 

2.2.2 gezeigte Trend bestätigte, dass RCAR7 besonders PP2CA effektiv inhibiert, 

wohingegen ABI1 und ABI2 eine deutlich schwächere Regulation aufwiesen. Auffällig 

ist hingegen, dass auch bei sehr hohen Konzentrationen an ABA (>0,1mM) keinerlei 

Inhibition bei HAB1 zu erkennen war. 
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Abbildung 2-9: Inhibierung der Proteinphosphataseaktivität durch RCAR7 

(A) RCAR7 vermittelte Inhibierung der ABI2-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der ABA-

Konzentration. ABI2 (50 nM) wurde in Gegenwart der ein- (weiße Kreise), zwei- (schwarze 

Kreise), drei- (weiße Quadrate) und vierfachen (schwarze Quadrate) Menge an RCAR7 bei 

verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert und anschließend die Aktivität der 

Proteinphosphatase bestimmt. Für jedes Verhältnis wurde der IC50-Wert angegeben. (B) 

ABI1 (weiße Kreise), ABI2 (schwarze Kreise), PP2CA (schwarze Quadrate) und HAB1 

(weiße Quadrate) wurden jeweils im Verhältnis 50 nM zu 100 nM mit RCAR7 bei 

verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert, bei anschließender Bestimmung der Aktivität. 

Für ABI1-RCAR7 und PP2CA-RCAR7 wurde der IC50-Wert angegeben. HAB1 konnte nicht 

reguliert werden. Alle Messungen wurden in drei unabhängigen Replikaten wiederholt. 

 

Zur Analyse der Abweichungen der Konsensussequenz des Proteins RCAR7 wurden 

Substitutionsvarianten des Proteins erstellt in welchen jeweils eine der drei 

Aminosäuren ausgetauscht wurde. Anschließend wurden diese mit ABI2 analysiert 

(Abbildung 2-10A). Es zeigte sich, dass die Substitution der einzelnen Aminosäuren 

in Kombination mit ABI2 keinerlei Auswirkungen auf die Regulation der 

Proteinphosphatase besaß. Des Weiteren wurde eine Variante vermessen, in 

welcher alle drei Aminosäuren wieder der Konsensussequenz angepasst wurden, 

auch hier konnte keine Veränderung in der regulatorischen Fähigkeit des Proteins 

festgestellt werden. 
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Abbildung 2-10: Inhibierung der Proteinphosphataseaktivität durch RCAR7 Varianten 

(A) Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der ABA-Konzentration mittels 

RCAR7 Wildtyp und RCAR7 Substitutionsvarianten. ABI2 (50 nM) wurde mit der doppelten 

Menge an wildtypischen RCAR7 (weiße Kreise), RCAR7 Q38K (weiße Quadrate), RCAR7 

L67V (weiße Dreiecke), RCAR7 F71L (weiße Rauten) und RCAR7 Q38K L68V F71L 

(schwarze Kreise) bei verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert und anschließend die 

Aktivität der Proteinphosphatase bestimmt. (B) ABI1 (weiße Kreise) und HAB1 (schwarze 

Kreise) wurden jeweils im Verhältnis 50 nM zu 100 nM mit RCAR7 Q38K L68V F71L bei 

verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert, bei anschließender Bestimmung der Aktivität. 

HAB1 konnte nicht reguliert werden.  

  

Die Regulation von HAB1 und ABI1 mit der dreifachen Substitutionsvariante von 

RCAR7 wurde in Abbildung 2-10B analysiert, wobei auch hier kein Unterschied im 

Vergleich zu wt RCAR7 Abbildung 2-9B auftrat. Es bleibt festzuhalten, dass die drei 

identifizierten Aminosäuren in RCAR7 keinerlei Einfluss auf seine regulatorische 

Fähigkeit oder, im Falle von HAB1, das Ausbleiben derselben haben. Dennoch stellt 

sich die Frage, warum HAB1, trotz seiner Homologie mit dem getesteten und durch 

RCAR7 regulierbaren Proteinphosphatasen eine derartige regulatorische 

Ausnahmestellung besitzt.  
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Abbildung 2-11: Strukturvergleich zwischen den Rezeptorkomplexen HAB1-RCAR11 

und ABI1-RCAR12 

(A) HAB1 (cyan) und ABI1 (rot) im Komplex mit RCAR11 (grün) und RCAR 12 (grün) 

(Dupeux et al. 2011a; Yin et al. 2009). An der Peripherie der Interaktionsfläche zwischen den 

Proteinphosphatasen und den RCARs wurden jeweils zwei in ihren Eigenschaften 

unterschiedliche Aminosäuren identifiziert. Die HAB1 Aminosäuren (S322 und Q386) sind 

gelb, wohingegen die korrespondierenden ABI1 Aminosäuren (P237 und N301) violett 

markiert sind. (B) Vergrößerte Aufnahme der strukturell identischen Interaktionsfläche 

zwischen HAB1 und ABI1 dargestellt durch die überlappenden Aminosäureseitenketten 

(cyan und rote Kugeln) und das Rückgrat der PP2Cs (cyan und rote Linien). Die 

unterschiedlichen Aminosäuren der Proteinphosphatasen sind dargestellt wie in (A). (C) 

Darstellung ähnlich zu (B). Die Sekundärstrukturen des RCARs sind in grün dargestellt. Ein 

für die Interaktion mit dem Liganden (nicht gezeigt) wichtiges Tryptophan ist in gelb 

dargestellt. (D+E) Nahansicht und gespiegelte Ansicht des in (C) gezeigten Tryptophans von 

HAB1 und der wichtigen Aminosäuren Q386/N301 und S322/P237 im Vordergrund. Die 

Abbildung wurde Fuchs et al. 2014 entnommen. Die Darstellung der Proteinstrukturen 

erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 3KB3 und 3UJL. 

 

In Abbildung 2-11 wurde mittels in silico Analysen vorhandener Kristallstrukturen 

(Dupeux et al. 2011a; Yin et al. 2009) die Interaktionsfläche zwischen 

Proteinphosphatasen und RCARs analysiert. Hierbei wurde festgestellt, dass die 

Proteine in diesen Bereichen eine strukturelle Konservierung besitzen und keine 

erkennbaren Unterschiede zwischen den in Abbildung 2-10B getesteten 

Proteinphosphatasen existieren. Erst in der Peripherie der Interaktionsflächen 

konnten Varianzen zwischen HAB1 und ABI1 ermittelt werden. Die HAB1 

Aminosäuren (S322 und Q386) und die korrespondierenden ABI1 Aminosäuren 

(P237 und N301); von besonderer Bedeutung hierbei wurde die Aminosäure Q386 

von HAB1 angesehen, da sie sich in unmittelbarer Nähe der für die Interaktion 
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zwischen RCAR und Proteinphosphatase entscheidenden Aminosäure Tryptophan 

befindet (Abbildung 2-11C). Die Bedeutung dieser Aminosäure wurde bereits 

eingehend untersucht und die unmittelbare Nähe von Q386 kann Einfluss auf die 

Konformation der direkten Umgebung haben und stellte somit einen wichtigen 

Ansatzpunkt für weiterführende Analysen dar.  

 

 

Abbildung 2-12: Regulation von HAB1 WT und Varianten 

Regulation Phosphataseaktivität ohne und bei 0,1 mM ABA mittels RCAR7 und RCAR8. 

Gemessen wurden HAB1 WT, HAB1S322P und HAB1Q386N bei einer Konzentration von 50 

nM mit der doppelten Menge des jeweiligen RCARs. 

 

Wie aus Abbildung 2-12 hervorgeht konnte durch die gezielte Substitution der 

Aminosäuren in der Proteinphosphatase HAB1 eine Regulation erzielt werden. 

Hierbei ist auffällig, dass die Substitution lediglich einer der in silico prognostizierten 

Aminosäuren keinen (S322P) oder lediglich einen geringen (Q386N) Effekt hatte; erst 

durch die Erstellung der Doppelmutante HAB1 S322P Q386N wurde eine Regulation 

erreicht. Die Aktivität der Proteinphosphatase wurde durch RCAR7 um 50% 

reduziert; allerdings bei einer Konzentration des Phytohormons von 0,1 mM. Wie an 

dem Vergleichstest mittels RCAR8 gezeigt wurde, reicht eine gleichartige 

Konzentration des Hormons aus um eine vollständige Inhibition der beteiligten 

Proteinphosphatase zu erzielen. Die Ergebnisse zeigen, dass trotz der Homologie 

der Interaktionsflächen eine hohe Komplexität in der dreidimensionalen Struktur der 

Proteine vorhanden ist, welche die Regulation maßgeblich beeinflusst. Selbst die an 

der Peripherie dieser Interaktionsfläche gelegenen Aminosäuren, sind in der Lage 
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die Regulation der Enzyme zu beeinflussen. Die durch die Substitution erreichte 

geringfügige Regulation zeigte sich lediglich bei sehr hohen Konzentrationen an ABA 

und ist folglich ein Indikator dafür, dass nicht nur eine bzw. zwei Aminosäuren, 

sondern ein hochkomplexes System von Aminosäuren in der dreidimensionalen 

Struktur der Interaktionsfläche und ihrer Umgebung maßgeblichen Einfluss auf die 

regulatorische Effizienz des Komplexes besitzt. 

 

2.4.  ABA-Derivate und ABA-ähnliche Substanzen 

 

Durch die in 2.2 durchgeführten Messungen konnte ein erster Einblick in die 

Komplexität des regulatorischen Netzwerkes bestehend aus Proteinphosphatasen 

und regulatorischen Proteinen gewonnen werden. Neben der Ausbildung des 

Rezeptor-Korezeptor-Komplexes stellt allerdings auch das Phytohormon ABA einen 

entscheidenden Faktor in den Interaktionen des trimeren Komplexes dar. Bereits bei 

der Identifikation der RCARs, welche unabhängig voneinander mittels Pyrabactin, 

einem synthetischen Wachstumsinhibitor (Park et al. 2009), und als PP2C 

Interaktionspartner (Ma et al. 2009) identifiziert wurden, wurde deutlich, dass die 

Wechselwirkungen zwischen den Liganden und dem Protein flexibel sind. Obwohl 

chemisch distinkt, sind beide Moleküle in der Lage als Ligand von RCARs zu 

fungieren (Peterson et al. 2010). Wie in 2.2 belegt, wurde bei allen 14 RCARs eine 

regulatorische Funktion nachgewiesen, welche allerdings von der jeweils 

verwendeten Proteinphosphatase beeinflusst wurde.  

 

2.4.1. Stereoselektivität der ABA-Rezeptoren 

 

Wie bereits in der Einleitung dargelegt ist ABA für eine große Anzahl biologischer 

Prozesse wie Wurzelwachstum, Stomata-Regulierung, Keimung, Dormanz und als 

Reaktion auf abiotische Stressfaktoren wie Kälte oder Trockenheit von 

entscheidender Bedeutung (Cutler et al. 2010; Gonzalez-Guzman et al. 2012; 

Raghavendra et al. 2010). Bei dem Hormon handelt es ich um ein monozyklisches 

Sesquirterpen mit einem asymmetrischen Zentrum an der C1‘ Position (Abbildung 

2-13). Seit der Entdeckung der Bedeutung des natürlich vorkommenden Liganden ist 

auch die biologische und biochemische Aktivität seines synthetischen Stereoisomers 
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R-ABA Gegenstand intensiver Untersuchungen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

bei Keimung und Pflanzenwachstum R-ABA eine vergleichbare Funktion in der ABA-

Signaltransduktion zu erfüllen scheint wie ABA und es in der Lage ist die 

Biosynthese von ABA zu induzieren (Lin et al. 2005; Nambara et al. 2002). Ein Vorteil 

des synthetischen Stereoisomers gegenüber des natürlichen ABA wäre, dass dieser 

Ligand langsamer metabolisiert wird als sein Pendant (Balsevich et al. 1994), somit 

könnte die gleiche Konzentration des Hormons bei gleicher Wirksamkeit eine länger 

anhaltende Signaltransduktion vermitteln.  

 

 

Abbildung 2-13: Strukturen von ABA und R-ABA 

Strukturen von ABA und seinem Stereoisomer R-ABA. Das chirale Zentrum der Isomere ist 

mit C1‘ markiert. Die polaren Gruppen der Moleküle wurden in rot dargestellt. Die 

Methylgruppe von ABA bzw. die Dimethylgruppe von R-ABA wurden blau hervorgehoben. 

Die Abbildung wurde nach Benson et al. 2014 erstellt.  

 

Die vergleichbare biologische Aktivität der beiden Stereoisomere ABAs trotz deren 

struktureller Unterschiede, deutete darauf hin, dass die Bindungstasche der RCAR-

Proteine anpassungsfähig genug ist um ebenfalls die veränderte Struktur des 

Hormons zu binden und die daraus resultierende regulatorische Antwort zu 

entwickeln. Im Folgenden wurde die regulatorische Funktion der Stereoisomere in 

vitro über die Aktivität der Proteinphosphatasen untersucht. Es wurden hierbei die 

PP2Cs ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA in Kombination mit RCAR1 getestet. Von 

RCAR1 ist bekannt, das es eine regulatorische Funktion in Kombination mit den 

PP2Cs und R-ABA erzielen kann (28% ABI1- und 27% ABI2- Inhibition bei 10 µM R-

ABA) (Szostkiewicz et al. 2010). Alle Messungen wurden bei einer konstanten 

Ligandenkonzentration von 10 µM durchgeführt (Abbildung 2-14). 
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Abbildung 2-14: ABA und R-ABA vermittelte Regulation von ABI1, ABI2, PP2CA und 

HAB1 mit RCAR1 

Die Messungen wurden mit 10 µM ABA (schwarze Balken) bzw. R-ABA (weiße Balken) 

durchgeführt. Jede Messung erfolgte bei einer Proteinphosphatasekonzentration von 50 nM 

und einer RCAR1-Konzentration von 100 nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der 

entsprechenden PP2C mit RCAR1 bei 0 mM (100%) und 1 mM ABA (0%) normiert. Die 

Analysen wurden in drei Wiederholungen durchgeführt (±SD). 

 

Die in Abbildung 2-14 dargestellten Messungen zeigten, dass bei keiner der 

Kombinationen zwischen RCAR1 und einer PP2C mit ABA und R-ABA eine 

vergleichbare inhibitorische Reaktion zwischen den Stereoisomeren erzielt werden 

konnte. Im Gegenteil ist es der Fall, dass die R-Form des Liganden in allen Fällen 

deutlich weniger wirksam war. In Kombination mit ABI1 und ABI2 konnte keine 

Regulation induziert werden und ebenfalls bei HAB1 wurde nur eine minimale 

regulatorische Wirkung nachgewiesen. Ausschließlich PP2CA zeigte eine deutlichere 

Inhibierung der Aktivität auf 75%. Allerdings war diese im Vergleich zum natürlich 

vorkommenden Liganden, der bei der eingesetzten ABA Menge eine vollständige 

Inhibierung erzielte, nur gering. 

Bei den in 2.2.2 analysierten Messungen der vier PP2Cs mit RCAR1 und ABA wurde 

die PP2CA als diejenige Proteinphosphatase ermittelt, welche in Gegenwart des 

Liganden am schlechtesten durch RCAR1 reguliert werden konnte; in Kombination 

mit R-ABA erwies sie sich jedoch als die am besten zu regulierende PP2C. 

Ursächlich könnte hierfür beispielsweise der Einfluss des Liganden auf die 

Bindungstasche sein. Wie bereits in 2.2 dargelegt ist die Bindungstasche über alle 

RCARs hinweg konserviert, doch wurde auch gezeigt, dass die RCARs 

unterschiedliche Affinitäten gegenüber ABA besitzen. Es war daher zu erwarten, 

dass dies ebenfalls für den R-Liganden gilt. In Abbildung 2-15 wurden alle 14 RCARs 

in Kombination mit ABI2 analysiert. 
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Abbildung 2-15: R-ABA vermittelte Regulation von ABI2 in Kombination mit 14 

verschiedenen RCARs 

(A) Jede Messung erfolgte bei einer ABI2 Konzentration von 50 nM und der doppelten 

Menge an RCAR. Die Messungen wurden mit 10 µM R-ABA durchgeführt. Alle Werte 

wurden auf die Aktivität von ABI2 mit dem entsprechenden RCAR bei 0 mM (100%) und 

1 mM ABA (0%) normiert. Die Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität wurde in 

Abhängigkeit der R-ABA-Konzentration verfolgt. RCAR3 (B), RCAR8 (C) und RCAR11 (D) 

wurden bei verschiedenen ABA-Konzentrationen inkubiert und anschließend die Aktivität der 

Proteinphosphatase bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen durchgeführt 

(±SD). 

 

Die Analyse wurde mit allen 14 RCARs bei einer Ligandenkonzentration von 10 µM 

durchgeführt (Abbildung 2-15A). Die RCAR übergreifende Analyse mit ABI2 zeigte, 

dass keine der gemessenen Kombinationen in der Lage war eine vollständige 

Inhibierung der Proteinphosphataseaktivität zu erzielen. Die stärkste durch ABA-

vermittelte Inhibierung konnte hierbei durch RCAR8 erreicht werden, das in der Lage 

war die Aktivität von ABI2 um 63% zu inhibieren. Zusätzlich war dieses 
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regulatorische Protein damit das einzige, welches in der Lage war die Aktivität der 

PP2C auf unter 50% zu reduzieren. Das zweiteffektivste inhibitorische Protein war 

RCAR9 mit einer Reduktion der ABI2-Aktivität auf 35%. Keines der übrigen RCARs 

konnte in Gegenwart von 10 µM R-ABA die PP2Cs um mehr als 25% inhibieren. 

RCAR12 kristallisierte sich hierbei mit einer inhibitorischen Regulation von nur 5% als 

das schwächste der Proteine heraus.  

Aus jeder der drei Unterfamilien der RCARs wurde ein Vertreter in Abbildung 2-15 in 

Abhängigkeit von der R-ABA-Konzentration analysiert. Wie bereits aus Abbildung 

2-15A zu vermuten war, wurde ausschließlich durch RCAR8 die Konzentration der 

PP2C auf unter 50% inhibiert und nur für diese Konzentration konnte ein IC50-Wert 

von 3,5 µM bestimmt werden. RCAR3 und RCAR11 als Vertreter der anderen beiden 

Untergruppen der regulatorischen Proteine zeigten zwar in beiden Fällen eine 

eindeutige Ligandenabhängigkeit ihrer Regulation, jedoch erzielte RCAR3 auch bei 

der gemessenen maximalen Konzentration an R-ABA nur eine inhibitorische Wirkung 

von 40% und RCAR11 von 25%. 

Die starke Diskriminierung der R-Form überraschte insofern, da zumindest bei 

einigen Kombinationen eine vergleichbare Effektivität der Regulation erwartet wurde 

(vgl. Nambara et al. 2002). Eine gerade in diesem Fall mögliche und kritische 

Ursache für die Abweichung von den Erwartungen könnte vor allem die schwierige 

Reinigung der Stereoisomere sein. Da aufgrund der gemessenen Daten davon 

ausgegangen werden musste, dass ABA deutlich effektiver ist als sein Pendant, 

würden Kontaminationen des R-ABAs mit ABA zu einer starken Beeinflussung der 

Messung führen. Im Folgenden wurden daher verschiedene Quellen von R-ABA im 

Vergleich zu ABA analysiert, um zu überprüfen wie groß dieser Einfluss 

möglicherweise war. Hierbei wurde ABI2 mit RCAR8 verwendet, da diese 

Kombination in den vorangegangen Messungen bereits gezeigt hatte besonders 

sensitiv auf die jeweiligen Liganden zu reagieren.  
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Abbildung 2-16: ABA und R-ABA vermittelte Regulation von ABI2 in Kombination mit 

RCAR8 

(A) Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der ABA bzw. R-ABA-

Konzentration mittels RCAR8. ABI2 (50 nM) wurde mit der doppelten Menge an RCAR8 bei 

verschiedenen Konzentrationen der Liganden ABA (weiße Kreise), R-ABA (S) (schwarze 

Kreise) (Quelle: Sigma-Aldrich), R-ABA (L) (weiße Quadrate) (Quelle: Loewen-Labratory) 

und R-ABA (C) (schwarze Quadrate) (Quelle: A. Christmann) inkubiert und anschließend die 

Aktivität der Proteinphosphatase bestimmt. (B) Auflistung der aus den Messungen (A) 

erhaltenen IC50-Werte (±SD). 

 

Abbildung 2-16 zeigte, dass jedes der verwendeten R-ABAs eine deutlich 

schwächere Wirkung besaß als das natürliche Pendant. Überraschend war 

allerdings, dass die unterschiedlichen Quellen einen großen Einfluss auf die 

regulatorische Wirkung besaßen. Das von Sigma-Aldrich bezogene R-ABA hatte eine 

um Faktor vier niedrigere Wirkung im Vergleich zu ABA, wohingegen das von 

Loewen-Labratory bezogene R-ABA einen 13-fach niedrigeren IC50-Wert aufwies als 

das natürliche Pendant. Mit einer Inhibierung der ABI2-Aktivität auf 50% bei einer 

R-ABA Konzentration von 1458 nM besaß das von A. Christmann gereinigte R-ABA 

den höchsten IC50-Wert und einen um etwa Faktor 100 höheren als ABA. 

Diese Messungen zeigten, wie entscheidend die Quelle für R-ABA war. Die 

Unterschiede zwischen den R-ABAs waren möglicherweise auf die Qualität der von 

den Bezugsquellen durchgeführten Reinigung der Stereoisomere zurückzuführen 

und die unterschiedlichen IC50-Werte aus Abbildung 2-16B ein Indikator für die 

Reinheit des R-ABAs. Demnach beeinflusste die Reinigung der Stereoisomere durch 
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die Bezugsquelle alle mit R-ABA durchgeführten Messungen. Bei den in Abbildung 

2-14 und Abbildung 2-15 durchgeführten Messungen wurde das von A. Christmann 

gereinigte R-ABA verwendet. Dieses R-ABA, mit einer 100-fach schlechteren 

Wirkung als natürliches ABA, war ein Hinweis darauf wie groß der Einfluss durch 

ABA-Kontaminationen in R-ABA sein konnte.  

 

2.4.2. Analyse der ABA-Derivate 

 

Wie bereits in 2.2 erwähnt besteht das regulatorische Netzwerk um das Phytohormon 

ABA aus 14 verschiedenen RCARs und 9 verschiedenen Proteinphosphatasen, 

deren Mitglieder sich durch eine genetische und funktionale Redundanz auszeichnen 

(Park et al. 2009). Diese funktionale Redundanz erschwert eine individuelle 

Charakterisierung der einzelnen RCARs. Aktuell haben nur einige wenige Studien 

einen Zusammenhang zwischen einzelnen RCAR Proteinen und einem spezifischen 

physiologischen Effekt herstellen können. Beispielsweise wurde für RCAR1 gezeigt, 

dass es in der Lage ist die Phosphorylierung des Anionenkanals SLAH3 zu 

regulieren (Geiger et al. 2011). Des Weiteren konnte durch die Überexpression von 

RCAR10 eine Regulation des Jasmonsäuresignalweges (Lackman et al. 2011) und 

durch die Überexpression von RCAR8 und 10 eine erhöhte Trockenresistenz erreicht 

werden (Pizzio et al. 2013; Santiago et al. 2009b). 

Die Regulation des ABA induzierten Signalweges erscheint vor allem dadurch sehr 

komplex, dass sieben der verschiedenen Proteinphosphatasen mit unabhängigen 

und sich überlagernden Funktionen an der ABA-Antwort beteiligt sind (Antoni et al. 

2012; Nishimura et al. 2007; Robert et al. 2006; Saez et al. 2006; Kuhn et al. 2006; 

Yoshida et al. 2006b; Merlot et al. 2001). Die Proteinphosphatasen werden, wie die 

RCARs, zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien innerhalb der Pflanze exprimiert 

(Nishimura et al. 2010; Szostkiewicz et al. 2010). Hierbei wird bei einigen RCARs 

davon ausgegangen, dass sie mit derselben Interaktionsfläche, welche für die  

Interaktion mit den PP2Cs verantwortlich ist, auch Homodimere bilden (Dupeux et al. 

2011a; Hao et al. 2011).  

Strukturelle Analysen des RCAR-Rezeptors zeigten eine flexible Bindungstasche, 

welche unterschiedliche Konformationen im offenen bzw. geschlossenen Zustand 

des Proteins aufwies (Melcher et al. 2009; Melcher et al. 2010; Miyazono et al. 2009; 

Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 2009b; Soon et al. 2012; Yin et al. 2009). 
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Studien unter der Verwendung kleiner molekularer Liganden haben einige 

Erkenntnisse über die strukturellen Anforderungen erbracht, welche nötig sind um an 

den ABA Rezeptor zu binden. Durch die Analyse großer Gruppen an Chemikalien 

konnten verschiedene synthetische Sulfonamide und von ABA unterschiedliche 

Moleküle identifiziert werden (Cao et al. 2013; Okamoto et al. 2013). Hierbei wurde 

festgestellt, dass die identifizierte Komponente Pyrabactin in der Lage ist zwei 

RCARs zu aktivieren, wohingegen, das ebenfalls gefundene, Quinabactin in der 

Lage ist drei weitere RCARs zusätzlich zu den beiden Pyrabactin-regulierten zu 

aktivieren.  

 

Einen alternativen Ansatz zur Analyse der Eigenschaften der Bindungstasche, stellte 

die synthetische Herstellung chemisch modifizierter Liganden dar. Ausgehend von 

ABA wurde eine Reihe Analoga produziert (Benson et al. 2014; Kepka et al. 2011), 

welche Modifikationen an spezifischen Gruppen des ABA-Moleküls aufwiesen. Durch 

diese Modifikationen sollte ein Einblick in die strukturellen Eigenschaften 

verschiedener RCAR-Proteine erhalten werden. Die auf ABA basierenden 

modifizierten Moleküle und ihre jeweiligen Stereoisomere sind in Abbildung 2-17 

dargestellt. 
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Abbildung 2-17: Strukturen der zu ABA bzw. R-ABA analogen Substanzen 

Dargestellt sind die Strukturen der analogen Substanzen PBI 352, 354, 413, 414, 514, 515, 

425, 426, 694 und 695. Die im Vergleich zu ABA bzw. R-ABA modifizierten Bereiche sind in 

blau hervorgehoben. 

 

Die Substanz PBI 352 stellte eine Modifikation der Hydroxylgruppe des Ringes von 

ABA dar. Hierbei wurde die Gruppe durch einen Ether ersetzt. Vorige spezifische 

Wechselwirkungen mit der Alkoholgruppe des ABA, würden durch diese Modifikation 

erschwert werden.  

Bei der Substanz PBI 413 wurde die Vinylmethylgruppe von ABA durch einen 

aromatischen Ring ersetzt. Durch diese Modifikation wurde dem Molekül eine steife, 

planare Struktur hinzugefügt, die RCAR-Proteine müssen daher nun ein deutlich 

größeres Molekül aufnehmen. So konnte festgestellt werden, ob trotz der 

konservierten Aminosäuren, welche die Bindungstaschen der ABA-Rezeptoren 
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bilden, Unterschiede in der Größe bzw. Flexibilität derselben bestehen. Des Weiteren 

wurde durch die Modifikation in PBI 413 das C7‘ des ABA-Moleküls, welches über 

Hydroxylierung ein Ansatzpunkt für den Katabolismus von ABA darstellt (siehe 

Einleitung), mit einem chemisch inerten Benzolring geschützt. 

Bei PBI 425 bzw. 514 wurde eine bestehende Methylgruppe, durch eine Propinyl- 

bzw. Ethinylgruppe ersetzt. Da keine funktionelle Gruppe hinzugefügt oder entfernt 

wurde, war nicht zu erwarten, dass sich diese Modifikation wesentlich auf die 

chemischen Eigenschaften des Liganden auswirkt. Allerdings wurde hierdurch ein 

größerer Rest am planaren Ring in der Nähe des Interaktionsbereiches zwischen 

PP2C und RCAR eingeführt. Bei PBI 694 wurde durch die Modifikation mittels einer 

Cyclopropylgruppe das Molekül um eine wesentlich größere Gruppe erweitert. Allen 

dreien dieser Modifikationen ist gemeinsam, dass sie entweder am C9‘- oder am C8‘-

Atom von ABA durchgeführt wurden und daher ebenfalls auf den Katabolismus von 

ABA Einfluss nehmen könnten (siehe 1.1.1).  

 

Die Flexibilität und Spezifität der Bindetasche zu analysieren stellte einen wichtigen 

Aspekt zum Verständnis der Wirkungsweise des heterotrimeren Komplexes dar. 

Trotz der Homologie in der Sequenz der Bindetasche wurde bereits aus den 

Analysen in 2.2 und 2.3 ersichtlich, dass geringe Unterschiede in der 

Aminosäuresequenz großen Einfluss auf die Interaktionen der Proteine hatten. Im 

Folgenden sollte gezeigt werden, welchen Einfluss die Struktur des Phytohormons 

auf die Proteinumgebung besitzt. Hierbei wurde vor allem auf die Aspekte der Größe 

des Moleküls und dem Vorhandensein spezifischer Ladungen eingegangen, welche 

von entscheidender Bedeutung für ionische Wechselwirkungen sind. Ziel war es 

hierbei Unterschiede zu ermitteln, welche dazu führen spezifische RCARs oder sogar 

eine spezifische Kombination aus einem RCAR und einer PP2C gezielt zu regulieren.  

Zur Analyse der Flexibilität der Bindetasche wurden 4 PP2Cs und alle 14 RCARs in 

vitro analysiert. Es wurden die aufgeführten Analogas aus Abbildung 2-17 verwendet. 

Da es sich, wie bereits eingangs erwähnt, bei ABA um ein Molekül mit einem chiralen 

Zentrum handelt, war zu beachten, dass alle verwendeten Analogas als 

Stereoisomere vorlagen. Die Unterscheidung nach der Selektivität der Stereoisomere 

war somit ein wesentlicher Bestandteil der Analyse. Die erste Messung wurde mittels 

RCAR1 und den vier PP2Cs ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA durchgeführt und in 

Abbildung 2-18 dargestellt. 
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Abbildung 2-18: Ligandenabhängige Regulation von ABI1, ABI2, PP2CA und HAB1 

Die Messungen wurden mit 10 µM Ligand für 20 min bei 30 °C durchgeführt. Jede Messung 

erfolgte bei einer Proteinphosphatasekonzentration von 50 nM und einer RCAR1-

Konzentration von 100 nM. Alle Werte wurden auf die Aktivität der entsprechenden PP2C mit 

dem entsprechenden RCAR bei 0 mM (100%) und 1 mM ABA (0%) normiert. Die Analysen 

wurden in drei Wiederholungen bestätigt (±SD). 

 

Die bereits in 2.4.1 aufgezeigte Stereoselektivität, des RCAR1 für ABA und R-ABA 

wurde durch die gemessenen Proteinphosphataseregulationen in Abbildung 2-18 

bestätigt. Im direkten Vergleich zueinander zeigte keine der gemessenen R-Formen 

der Analoga oder des natürlich vorkommenden ABAs eine stärkere Inhibierung der 

Aktivität als das jeweilige S-Pendant. PBI 352 zeigte eine deutlich geringere 

hemmende Wirkung als ABA, die im Vergleich zu seinem R-Pendant PBI 354 nur um 

Faktor 2 stärker war. Dies galt für die Kombination mit allen Proteinphosphatasen, 

mit Ausnahme von HAB1. Diese PP2C schien in Bezug auf PBI 352 eine höhere 

Toleranz zu besitzen. Die durchschnittliche Reduktion der Aktivität auf ca. 40%, 

welche bei allen anderen Proteinphosphatasen zu beobachten war, war mit einem 

Wert von etwa 70% hier deutlich geringer. HAB1 zeigte ebenfalls in Bezug auf die 

Analoga PBI 426 und PBI 515 eine spezielle Rolle. Im Falle von PBI 426 war es noch 

diejenige Proteinphosphatase, welche wie schon bei PBI 352 am schlechtesten 

inhibiert werden konnte; hier wurde eine Reduktion auf nur 60% Aktivität (HAB1) im 

Verhältnis zu einer Reduktion auf 40% Aktivität bei ABI1 und ABI2 beobachtet. In der 

Kombination mit PBI 515 zeigte sich der gegenteilige Effekt, des vorher 

beobachteten. ABI1 und ABI2 sind mit einer Aktivität von 50% deutlich toleranter 

gegenüber der hemmenden Wirkung des Moleküls als die HAB1-RCAR1 
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Kombination, welche eine Restaktivität von 20% aufwies. HAB1 besitzt, wie schon in 

2.2 geschildert, eine hohe Sequenzhomologie mit ABI1 und ABI2, wohingegen 

PP2CA deutlichere Unterschiede zu den anderen drei getesteten Enzymen aufweist. 

Dennoch zeigten die Daten aus Abbildung 2-18, dass HAB1 sich in Kombination mit 

den Varianten von ABA als ein Sonderfall erwies. Entweder reagierte es wie im Falle 

von PBI 352 und PBI 426 insensitiver als andere oder im Fall von PBI 515 sensitiver. 

Die Proteinphosphatase HAB1 war bereits in Kombination mit RCAR7 in 2.3 ein 

Sonderfall. Es wurde bereits gezeigt, dass hier wenige Aminosäuren dieses Protein 

zu einer Ausnahme machen.  

Insgesamt stimmten alle Messungen in einer Diskriminierung der R-Variante der 

Analoga überein. In allen Fällen ist die S-Variante um mindestens den Faktor 2 

effektiver. Letztendlich, darf auch hierbei nicht vernachlässigt werden, dass eine 

Trennung der Stereoisomere immer ein kritischer Schritt ist und man niemals von 

einer vollständigen Reinheit der beiden Fraktionen ausgehen sollte (vgl. 2.4.1). Es 

bleibt festzuhalten, dass die beste regulatorische Wirkung in Kombination mit RCAR1 

und den vorliegenden Proteinen bei den S-Varianten erzielt wurde. Daher wurden 

diese auch gesondert in Abbildung 2-19 analysiert.  

 

Abbildung 2-19: ABA und S-Analoga vermittelte Regulation 

Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der ABA-Konzentration mittels 

RCAR1. ABI2 (50 nM) wurde mit der doppelten Menge an RCAR1 bei verschiedenen 

Konzentrationen der Liganden ABA (weiße Quadrate), PBI 352 (schwarze Quadrate), PBI 

413 (weiße Kreise), PBI 425 (schwarze Kreise), PBI 514 (weiße Dreiecke) und PBI 694 

(schwarze Dreiecke) inkubiert und anschließend die Aktivität der Proteinphosphatase 

bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen bestätigt (±SD). 
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Die Messdaten aus Abbildung 2-19 zeigten, dass die ABA-Analoga PBI 413, PBI 425 

und PBI 514 sich sehr ähnlich zu ABA verhielten. Die in Tabelle 2-4 aufgeführten 

IC50-Werte sind nahezu identisch. Dies bewies, im Falle von PBI 413, dass durch das 

Ersetzen der Vinylmethylgruppe von ABA durch einen aromatischen Ring, das 

Molekül zwar eine zusätzliche planare Struktur erhalten hat, aber, auch wenn das 

Molekül hierdurch stark an Flexibilität verloren und an Größe zugenommen hat, dies 

nicht zu einer Änderung in der regulatorischen Wirkung führte.  

 

Bei den Analogas PBI 425 bzw. PBI 514 wurde jeweils eine bestehende 

Methylgruppe durch eine Ethinyl- bzw. eine Propinylgruppe ersetzt. Aus den 

Kristallstrukturen in der Einleitung geht hervor, dass die Positionen der 

Modifikationen jeweils direkt im Randbereich der Bindetasche stattgefunden haben. 

Hierdurch wurde ein größerer Rest am planaren Ring in der Nähe des 

Interaktionsbereiches zwischen PP2C und RCAR eingeführt. Die RCAR-Proteine 

müssen daher nun ein deutlich größeres Molekül aufnehmen. So konnte festgestellt 

werden, ob trotz der konservierten Aminosäuren, welche die Bindungstaschen bilden, 

Unterschiede in der Größe bzw. Flexibilität der Bindetasche bestehen. Tatsächlich 

zeigten die in Abbildung 2-19 durchgeführten Messungen keine Veränderung im 

Vergleich zu ABA. Daher war anzunehmen, dass RCAR1 auch bei einer 

Vergrößerung des Ringes eine korrekte Positionierung der Liganden ermöglichte, 

welche die Regulation induzierte, und/oder die Bindungstasche von ihrer 

dreidimensionalen Struktur her, die Umlagerung des Moleküls begünstigte bzw. 

kompensierte.  

 

Die Modifikation von PBI 425 umfasste lediglich den Ersatz einer bestehenden 

Methylgruppe, durch eine Ethinylgruppe. Es wurden keine funktionellen Gruppen 

hinzugefügt oder entfernt und es konnte gezeigt werden, dass die Veränderung der 

Größe des Moleküls seine Eigenschaften nur unwesentlich beeinflusste. Im 

Gegensatz hierzu wurde durch die Modifikation des Moleküls zu PBI 694 eine 

Reduktion der Inhibitionsrate um den Faktor zwei erzielt (Tabelle 2-4). Anstatt der 

Ethinylgruppe von PBI 425 wurde bei diesem Analogon dieselbe Seitenkette mittels 

eines Cyclopropyls modifiziert. Eine Gruppe deren Gesamtgröße, die der vorigen 

Modifikationen übertraf.  
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Neben den bisher analysierten Modifikationen, welche mehrheitlich eine 

Vergrößerung des Ausgangsmoleküls darstellten, wurde beim Analoga PBI 352 eine 

polare Seitengruppe mit einem Methylrest versehen. Folglich wurden ionische 

Wechselwirkungen mit der Seitengruppe dieses Moleküls erschwert bzw. verhindert. 

Ausgehend von den vorhandenen kristallisierten Proteinstrukturen, war hierbei die 

Interaktion mit einem konservierten Glutamat eine entscheidende Funktion dieser 

polaren Seitengruppe (siehe Einleitung). Die Verdreifachung des IC50-Wertes 

(Tabelle 2-4) belegte, dass durch diese Modifikation das Hormon in einer Weise 

verändert wurde die möglicherweise entscheidende Wechselwirkungen negativ 

beeinflusste.  

 

Tabelle 2-4: IC50-Werte der S-Liganden in nM 

Ligand IC50 [nM]  ±SD [nM] 

ABA 58 1 

PBI 352 1416 42 

PBI 413 56 3 

PBI 425 44 2 

PBI 514 51 2 

PBI 694 116 5 

 

Auch wenn die vorangegangenen Daten aus Abbildung 2-20 ein klares Bild und 

einen eindeutigen Trend zeigten, wurden alle bisher durchgeführten Messungen mit 

RCAR1 durchgeführt. Trotz einer hohen Konservierung der RCAR Proteine in 

Arabidopsis thaliana bewiesen die Ergebnisse aus 2.2, dass auch kleine 

Unterschiede in den Aminosäuresequenzen bzw. in der 3D Struktur des Proteins 

einen großen Einfluss auf die Aktivität der Proteine haben können. Es war zu 

erwarten, dass auch die RCARs unterschiedlich auf die zu ABA analogen 

Substanzen reagierten. Daher wurden in Abbildung 2-20 alle RCARs bei einer 

konstanten Konzentration von 100 nM mit ABI2 getestet. Im Vergleich zu der 

Konzentration von 10 µM in Abbildung 2-18 wurde diesmal eine 

Ligandenkonzentration von 100 nM gewählt, da aus Abbildung 2-19 hervorging, dass 

diese Konzentration zwischen den IC50-Werten, der gemessenen Analoga lag. Da 

alle durchgeführten Messungen einen sigmoidalen Verlauf zeigten ist die Sensitivität 
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einer Punktmessung bei nur einer einzelnen Konzentration im Bereich des 

IC50-Wertes am höchsten. 

 

 

Abbildung 2-20: Ligandenabhängige Regulation von ABI2 

Jede Messung erfolgte bei einer ABI2 Konzentration von 50 nM und der doppelten Menge an 

RCAR. Die Messungen wurden mit 100 nM Ligand für 20 min bei 30 °C verfolgt. Alle Werte 

wurden auf die Aktivität der ABI2-Phosphatase mit dem entsprechenden RCAR bei 0 mM 

(100%) und 1 mM ABA (0%) normiert. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen 

durchgeführt (±SD). 

 

Die Messdaten aus Abbildung 2-20 bestätigten die bereits erhaltenen Daten aus 

Abbildung 2-18. Bei keiner der gemessenen Kombinationen zeigte die Verwendung 

der R-Variante einen stärkeren inhibitorischen Effekt im Vergleich zur S-Form. Im 

Gegenteil zeichnete sich der durchgehende Trend ab, dass die R-Form bei allen 

Liganden einen deutlich schwächeren Effekt in Kombination mit den RCARs ausübte. 

Im besten Fall war der Unterschied zwischen der Effektivität zweier Stereoisomere 

bei einem Wert von etwa 10% zu erkennen; beispielsweise bei RCAR14 in 

Kombination mit PBI 352 (S) und PBI 354 (R), sowie PBI 694 (S) und PBI 695 (R). Es 

muss berücksichtigt werden, dass es sich bei den vorliegenden Daten allerdings um 
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Punktmessungen bei einer bestimmten Analogakonzentration handelte. Die 

ausgewerteten Messdaten in Abbildung 2-19 deuten den erwarteten sigmoidalen 

Verlauf der Messungen an. Aufgrund des Verlaufs dieser Messkurven entstand ein 

deutlich stärkerer Unterschied wenn die Konzentration des Phytohormons sich im 

Bereich des Wendepunktes der Kurve befand. Die einzelnen Messpunkte, welche 

sich im oberen Bereich der Aktivitätsmessungen befanden mussten daher unter 

Berücksichtigung dieses Umstandes analysiert werden. Die erhaltenen Daten durften 

nicht isoliert interpretiert werden, vielmehr konnte mittels der Daten eine Aussage 

über die Reaktivität der Gesamtheit der RCAR-Familie getroffen werden. Allerdings 

war der Trend der Diskriminierung der R-Variante bei allen durchgeführten 

Messungen im Vergleich zur jeweiligen S-Form deutlich zu erkennen.  

Bei allen Enantiomerenpaaren fiel, wie schon in Abbildung 2-18, besonders die 

erhöhte Stereoselektivität von ABA im Vergleich zu den übrigen Stereoisomeren auf. 

Eine proteinbasierende Begründung für diesen Unterschied kann nicht angeführt 

werden. Es ist unwahrscheinlich, dass das natürliche Stereoisomer, welches eine 

gleichwertige oder stärkere inhibitorische Wirkung besaß, durch die RCAR-Proteine 

diskriminiert werden sollte, wohingegen modifizierte Varianten dieses Moleküls 

effektiver anbinden. Die wahrscheinliche Ursache für diesen Effekt ist die bereits in 

2.4.1 behandelte sehr gute Trennung der Isomere untereinander und eine daraus 

resultierende Kontamination des inaktiven oder weniger aktiven R-ABAs durch 

weniger als 1% ABA. Geht man davon aus, dass diese Trennung bei den übrigen 

Ligandenpaarungen nicht mit dergleichen Effizienz erfolgte, können die 

beobachteten Effekte durch eine höhere S-Kontamination entstanden sein. Unter 

Berücksichtigung dieses Umstandes kann auch ein größerer inhibitorischer Effekt, 

wie der des R-Analoga PBI 426 erklärt werden. Es zeigte eine deutlich stärkere 

Inhibition der Proteinphosphataseaktivität als die übrigen R-Varianten, vor allem in 

Kombination mit RCAR8 und 9. Die chemische Modifikation deutet dagegen an, dass 

keine zusätzliche funktionelle Gruppe eingeführt wurde, welche eine fördernde 

Wechselwirkung mit der Bindungstasche entstehen lassen könnte. Grundlegend 

wurde das Analoga durch die Modifikation lediglich vergrößert. Das erwartete 

Ergebnis war hierbei entweder eine allgemeine Verschlechterung der Bindung des 

Liganden und der daraus resultierenden schlechteren Inhibierung der 

Gesamtaktivität der PP2Cs oder eine Selektierung der RCAR-Familie in eine 

Untergruppe mit einer flexibleren Bindungstasche, welche auch die Bindung größerer 
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Moleküle gestattet, und in eine Gruppe RCARs, die über eine starrere 

Bindungstasche verfügen und entsprechende Liganden diskriminieren. Die 

einfachere Erklärung für den beobachteten Effekt bei PBI 426 war daher, dass, unter 

allen gemessenen enantiomeren Analogas, hier die höchste S-Kontamination aller R-

Varianten vorlag. Für das Ziel, ein ABA-Analoga zu erhalten, das in der Lage ist 

spezifische RCARs zu aktivieren, während andere diskriminiert werden, sollte sich, 

wie schon in Abbildung 2-19 auf die S-Varianten dieser Moleküle beschränkt werden. 

 

Durch die Messung von RCAR1 in Kombination mit ABI2 wurde in Tabelle 2-4 eine 

Reihenfolge der IC50-Werte festgelegt, welche die Analoga PBI 413, PBI 425 und 

PBI 514 als gleichwertige Liganden zu ABA definiert, wohingegen PBI 694 einen 

etwa um den Faktor zwei und PBI 352 einen etwa um den Faktor 30 schwächeren 

inhibitorischen Effekt erzielt. Da in Abbildung 2-20 ausschließlich Messungen bei 

einer Ligandenkonzentration von 100 nM durchgeführt wurden, konnten für die 

gesamte RCAR Familie keine derart exakten Angaben ermittelt werden, sondern eine 

allgemeinere Übersicht. Aus dieser Übersicht konnten allerdings die bereits 

ermittelten Daten bestätigt und auf die gesamte RCAR-Familie übertragen werden. 

PBI 413, PBI 425 und PBI 514 zeigten in allen Messungen einen identischen Wert 

oder eine nur leichte Abweichung zum ABA. Die größten Abweichungen einzelner 

RCARs mit einem bestimmten Analogon liegen, zum Beispiel bei PBI 413, bei einer 

enzymatischen Aktivität von maximal 16%. Verglich man die Aktivität von ABI2 mit 

den Mitgliedern einer Unterfamilie der RCARs mit den übrigen RCARs, so fiel 

zunächst auf, dass es keinen durchgehenden Trend gibt, welcher lediglich für eine 

der Subfamilien gilt. Die Unterteilung in Unterfamilien, welche auf der 

Gesamtsequenz beruhen, ist daher irreführend für diese Messdaten; vielmehr muss 

jedes einzelne RCAR isoliert im Vergleich zu den übrigen RCARs betrachtet werden. 

Hiervon ausgehend fiel auf, dass von den 14 gemessenen RCARs 12 eine Art 

Durchschnittswert bildeten und in Kombination mit ABI2 und allen Analoga 

durchgehend eine konstante, wenn auch leicht variierende, Aktivität besaßen. Auf 

zwei der analysierten RCARs (RCAR8 und RCAR9) trifft dieser Trend jedoch nicht 

zu. Beide zeigten durchgehend niedrigere Aktivität mit allen gemessenen Liganden. 

Angesichts der Tatsache, dass diese beiden RCARs bereits in 2.2 zu denen zählten, 

welche einen niedrigen IC50-Wert im Bereich von (10-20 nM) besaßen ist dieser 
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Unterschied zunächst verständlich und nur die Fortsetzung des Trends des 

natürlichen Liganden ABA in Kombination mit den Analoga.  

Festzuhalten war, dass die Analoga PBI 413, PBI 425 und PBI 514 wie auch ABA 

sehr effektive Inhibitoren darstellten, welche in Kombination mit ABI2 zu einer 

Restaktivität der Proteinphosphatase in einem Bereich von meist zwischen 20% und 

30% und in Ausnahmen bis zu 45% führten. Im Gegensatz dazu zeigten die Analoga 

PBI 352 und PBI 694 einen größeren Bereich an Restaktivität in Kombination mit 

verschiedenen Rezeptoren von 15-90%; vor allem RCAR8 und 9 sind hierbei sehr 

reaktiv in Kombination mit PBI 694. Entscheidend war, dass RCAR8 eine zusätzliche 

deutlich höhere Aktivität mit PBI 352 aufwies. Der Trend von RCAR8 und 9 ABI2 

besser zu inhibieren, zeigte sich sogar in den R-Analoga wie PBI 426 und PBI 515. 

Damit stellte sich schlussendlich die Frage, ob die erhöhte Aktivität dieser beiden 

RCARs im generellen und RCAR8 im speziellen nicht auch dadurch bedingt sein 

konnte, dass die Bindungstasche des Liganden, bei diesen beiden Proteinen, welche 

auch von der Sequenz her, die höchste Homologie zueinander besaßen, flexibler ist, 

als beim Rest der RCAR Familie und diese Flexibilität der Bindungstasche der Grund 

für die Effektivität der beiden Proteine darstellte. Da es sich, wie angemerkt, bei den 

Messungen lediglich um Punktmessungen handelte, war zunächst eine genauere 

Analyse erforderlich, daher wurden RCAR1 und RCAR8 in Kombination mit vier 

Proteinphosphatasen und den Liganden ABA und PBI 352 analysiert (Abbildung 

2-21). 
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Abbildung 2-21: ABA und PBI 352 vermittelte Regulation von ABI1, ABI2, HAB1 und 

PP2CA in Kombination mit RCAR1 und RCAR8 

Regulation der Phosphataseaktivität von ABI1 (schwarze Kreise), ABI2 (weiße Kreise), 

HAB1 (schwarze Quadrate) und PP2CA (weiße Quadrate) in Abhängigkeit der 

Ligandenkonzentration von ABA und PBI352 mittels RCAR1 und RCAR8. Die 

Proteinphosphatasen (50 nM) wurden mit der doppelten Menge an RCAR1 bzw. RCAR8 bei 

verschiedenen Konzentrationen der Liganden ABA bzw. PBI 352 gemessen. Die Analysen 

wurden in drei Wiederholungen bestätigt (±SD). 

 

Es ergab sich, dass der RCAR1-ABA Komplex einen leicht erhöhten inhibitorischen 

Effekt von HAB1 (IC50=0,10 µM) gegenüber ABI1 (IC50=0,07 µM), ABI2 

(IC50=0,06 µM) oder PP2CA (IC50=0,08 µM) besaß. Ferner hat der RCAR8-ABA 

Komplex die schlechteste regulatorische Wirkung in Kombination mit PP2CA 

(IC50=0,05 µM), im Vergleich zu etwa 0,02 µM bei den übrigen Proteinphosphatasen. 

Dieser Verlauf wurde bestätigt durch das vergleichende Experiment mit PBI 352. 

Hierbei wurde ein IC50-Wert von 3,5 µM für RCAR1-PBI 352-HAB1 gemessen im 

Vergleich zu etwa 1,2 µM für die anderen drei PP2Cs. Für die Kombination RCAR8-
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PBI 352-PP2CA wurde hingegen ein IC50-Wert von 1,0 µM in Relation zu einem Wert 

von ca. 0,7 µM für alle übrigen Proteinphosphatasen bestimmt (Tabelle 2-5). 

 

Tabelle 2-5: IC50-Werte der Liganden ABA und PBI352 in Kombination mit den 

Proteinphosphatasen ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA und den RCARs 1 und 8 

  ABI1 [µM] ABI2 [µM] HAB1 [µM] PP2CA [µM] 

RCAR1 
ABA 0,07 ±0,01 0,06 ±0,01 0,1 ±0,03 0,08 ±0,02 

PBI 352 1,21 ±0,43 1,23 ±0,32 3,5 ±0,5 1,22 ±0,33 

RCAR8 
ABA 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 0,05 ±0,01 

PBI 352 0,73 ±0,12 0,71 ±0,09 1,03 ±0,12 0,72 ±0,11 

 

Aus diesen Daten war ersichtlich, dass zum einen, dass RCAR8, wie bereits 

beschrieben, einen effektiveren Regulator darstellte als RCAR1. Ob diese Fähigkeit 

durch eine erhöhte Flexibilität der Bindungstasche entstand konnte weder bestätigt 

noch ausgeschlossen werden. Allerdings war hierbei wiederum eine Auffälligkeit zu 

erkennen, welche schon unter 2.2 aufgetreten war. Bestimmte Kombinationen aus 

RCARs und PP2Cs schienen diskriminiert zu werden. Diese Kombinationen waren 

offenbar wesentlich schlechter darin den Liganden zu binden als die übrigen. Der 

Einsatz des Liganden PBI 352, welcher allgemein eine schlechtere Affinität zeigte als 

ABA verstärkte diesen Effekt noch. 

 

2.4.3. PP2Cs und RCARs in Lebermoos Marchantia polymorpha 

 

In dem Lebermoos Marchantia polymorpha wurden sowohl eine Proteinphosphatase 

als auch regulatorische Proteine identifiziert (Bhalerao R.P. unveröffentlicht) 

(Ghosh et al. 2015; Kageyama et al. 2015; Tougane et al. 2010). Eine Analyse der 

Sequenzen der Proteine aus beiden Organismen zeigte, dass die, die Bindetasche 

bildenden Aminosäuren der regulatorischen Proteine nicht nur in Arabidopsis 

thaliana konserviert waren, sondern ebenfalls die Sequenzen der drei Marchantia 

polymorpha RCARs, dieselben Aminosäuren besaßen (Abbildung 5-1). Nur geringe 

Unterschiede in der Sequenz zeigten, dass MpRCAR2 und 3 eine etwas andere 

Bindetasche besitzen könnten als die übrigen RCARs. Im Gegensatz hierzu ist 

MpRCAR1 in den entscheidenden Aminosäuren mit den Arabidopsis RCARs 
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identisch. Ein ähnlicher Trend war bei den PP2Cs zu erkennen. Zwar war die PP2C 

MpABI1 mit 62,5kDa um nahezu ein Drittel größer als die meisten seiner Arabidopsis 

Pendants, dennoch sind die Bereiche, in denen sich das aktive Zentrum und die 

Interaktionsfläche der Proteine mit den RCARs befindet, homolog zwischen 

A. thaliana und M. polymorpha Proteinphosphatasen (Abbildung 5-2).  

M. polymorpha verfügt neben ABA über das Phytohormon Lunularsäure (LA). Dieses 

wirkt als Wachstumsinhibitor in Moosen und weist damit sowohl eine ähnliche 

biologische Aktivität als auch strukturelle Gemeinsamkeiten mit ABA auf (Abbildung 

2-22) (Yoshikawa et al. 2002). Aufgrund dieser Eigenschaften bestand die 

Möglichkeit, dass beide Moleküle in der Lage sind mit den gleichen Rezeptoren zu 

interagieren. Im Folgenden sollte nun in in vitro Experimenten zum einen analysiert 

werden ob die RCARs und PP2Cs aus A. thaliana und M. polymorpha in der Lage 

sind speziesübergreifend zusammenzuwirken und zum anderen ob es sich bei LA 

um einen Liganden der RCARs handeln könnte. 

 

 

Abbildung 2-22: Strukturvergleich von ABA und LA 

Die polaren Gruppen der beiden Moleküle wurden rot markiert. 

  

2.4.3.1. Vergleichende Analyse der RCARs und PP2Cs aus 

Arabidopsis thaliana und Marchantia polymorpha 

 

Aufgrund der in 2.4.3 gezeigten Homologie der RCAR-Proteine aus M. polymorpha 

im Vergleich zu den entsprechenden Pendants in A. thaliana, vor allem in Bezug auf 

die Bindungsstelle der Liganden, konnte angenommen werden, dass die MpRCARs 

ebenfalls in der Lage sind mit ABA zu interagieren. In Abbildung 2-23A wurde daher 

diese Proteinphosphatase mit MpRCAR1 und 2 bei verschiedenen ABA-

Konzentrationen getestet. MpRCAR3 konnte nicht in aktiver Form in vitro isoliert 
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werden. Zusätzlich wurde als A. thaliana Kontrolle RCAR8 ebenfalls analysiert, da 

dieses Protein in 2.2 und 2.4.1 gezeigt hatte, dass es sowohl in der Lage ist alle 

getesteten Proteinphosphatasen zu regulieren, als auch eine breite Substratspezifität 

besaß. Das Ergebnis der ersten Analyse zeigte, dass ABI2 von allen eingesetzten 

RCARs effektiv inhibiert werden konnte. In Gegenwart von RCAR8 wurde hierbei ein 

IC50–Wert von 15 nM ermittelt, welcher die vorherigen Ergebnisse bestätigte. 

MpRCAR1 und 2 zeigten mit IC50–Werten von 50 nM bzw. 43 nM eine zweifach 

schlechtere regulatorische Funktion als RCAR8, allerdings lagen diese im selben 

Bereich wie die meisten regulatorischen Proteine aus Arabidopsis (2.2.2). Folglich 

konnte zum einen festgehalten werden, dass die beiden RCAR-Proteine aus 

Marchantia polymorpha in der Lage waren ABA zu binden und zum anderen, dass 

sie in der Lage sind die Arabidopsis Proteinphosphatase ABI2 in Gegenwart von 

ABA effektiv zu regulieren. Die ermittelten IC50-Werte wurden in Tabelle 2-6 

zusammengefasst. 

Das Experiment wurde anschließend unter denselben Bedingungen mit der 

Proteinphosphatase ABI1 aus Marchantia wiederholt (Abbildung 2-23B). Es zeigte 

sich, dass ebenfalls MpABI1 von allen getesteten RCARs reguliert werden konnte. 

Hierbei war auffallend, dass RCAR8 mit einem IC50–Wert von 30 nM und MpRCAR1 

mit einem IC50–Wert von 39 nM diese Proteinphosphatase mit beinahe identischer 

Effizienz inhibieren konnten. Dies zeigte zum einen, dass das regulatorische Protein 

RCAR8 auch speziesübergreifend sehr effizient wirkte und zum anderen, dass die 

verwendete Proteinphosphatase ebenfalls einen großen Einfluss auf die 

regulatorische Fähigkeit der RCAR-Proteine besaß. Im Falle von ABI2 war der 

Unterschied zwischen den IC50–Werten der beiden RCARs Faktor zwei, wohingegen 

sie im Fall von MpABI1 identische Werte besaßen. Eine ebenfalls gute Regulation 

zeigte MpRCAR2 mit einem IC50-Wert von 82 nM. Auch wenn dieser Wert um Faktor 

zwei schlechter ist als der, der vergleichenden Proteine RCAR8 und MpRCAR1, lag 

er dennoch in einem Konzentrationsbereich, welcher aus den vorherigen 

Ergebnissen für RCARs üblich war. 
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Abbildung 2-23: Interspeziesanalyse der M. polymorpha und A. thaliana PP2Cs bzw. 

RCARs mit ABA 

Regulation der ABI2 bzw. MpABI1-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der ABA-

Konzentration mittels RCAR8 (weiße Kreise), MpRCAR1 (weiße Quadrate) und MpRCAR2 

(weiße Dreiecke). Die Proteinphosphatase (50 nM) wurde mit der doppelten Menge an 

RCAR bei verschiedenen Konzentrationen von ABA  inkubiert und anschließend die Aktivität 

der Proteinphosphatase bestimmt. In (A) und (B) wurden die Messungen auf die Inhibition 

der durch ABA vermittelten regulierbaren Aktivität normiert. In (C) und (D) hingegen ist die 

Aktivität der Enzyme in Gegenwart der entsprechenden RCARs und in Abhängigkeit der 

Ligandenkonzentration in nkatal/mg dargestellt. Die Analysen wurden in drei 

Wiederholungen durchgeführt (±SD). 

 

In Abbildung 2-23C und D wurden die Messungen ebenfalls als katalytische Aktivität 

pro Milligramm Protein dargestellt. Aus diesen Daten ging ein Effekt hervor, der 

bereits unter 2.2.1 beschrieben wurde. Die RCAR Proteine von A. thaliana und 

ebenfalls jene aus M. polymorpha sind in der Lage auch in Abwesenheit von ABA die 

Aktivität einer Proteinphosphatase zu regulieren. Die Art und Weise wie stark diese 

Regulation war bzw. ob es sich dabei um eine negative Regulation handelte, welche 
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die Aktivität des Enzyms reduzierte, oder eine positive Regulation, welche die 

Aktivität des Enzyms steigerte, war dabei von der verwendeten Proteinphosphatase 

und dem entsprechenden RCAR abhängig. Die Proteine RCAR8 und MpRCAR1 

bildeten ein anschauliches Beispiel dieses Effektes. In Kombination mit ABI2 stellte 

RCAR8 ohne ABA im Vergleich zu MpRCAR1 den stärkeren negativen Regulator der 

Proteinphosphatase dar. Im Gegensatz hierzu wurde im direkten Vergleich in 

Abwesenheit von ABA das Enzym MpABI1 stärker durch MpRCAR1 reguliert, als 

durch RCAR8. Den auffälligsten Unterschied in der ABA-unabhängigen Regulation 

zwischen ABI2 und MpABI1 zeigte jedoch MpRCAR2. Dieses RCAR war in der Lage 

die Aktivität von ABI2 auf 84 nkatal/mg zu regulieren und war damit deutlich aktiver 

als MpRCAR1. Erst durch die Kombination mit MpABI1 konnte gezeigt werden, wie 

effizient MpRCAR2 in der Lage ist die PP2C-Aktivität ohne einen Liganden zu 

regulieren. Hierbei wurde die Gesamtaktivität des Enzyms in Abwesenheit von ABA 

auf 9 nkatal/mg reduziert.  

Gleichzeitig ergab sich aus der Effizienz der ABA-unabhängigen Regulation aber 

auch ein Problem. Die Durchführung aller Experimente hatte gezeigt, dass, sobald 

eine Proteinphosphatase eine Anfangsaktivität von unter 30 nkatal/mg besaß, die 

Auswertung der Messung wesentlich erschwert wurde. Der Grund hierfür ist, dass die 

Messschwankungen einen größeren Einfluss auf den eigentlichen sigmoidalen 

Verlauf der Messkurve hatten und diesen zunehmend linearisieren. Sollte die 

Aktivität eines Enzyms unter diese Marke fallen, muss dies bei der Interpretation der 

Daten berücksichtigt werden. Dies betraf in diesem speziellen Fall die ABA-

abhängige Regulation von MpABI1 durch MpRCAR2. Auch wenn die exakten Werte 

dieser Kombination nicht anderweitig bestätigt werden konnten, so wurde zumindest 

der Trend der Regulation durch die ABA-abhängige Regulation von ABI2 mit 

MpRCAR2 verifiziert.  

 

Aus Abbildung 2-23 konnte ermittelt werden, dass sowohl die PP2C, als auch die 

RCAR-Proteine aus M. polymorpha aktiv waren und speziesübergreifend wirkten. Es 

stellte sich die Frage, ob dies ebenfalls für LA galt. In Abbildung 2-24 wurde diese 

konzentrationsabhängig gegen dieselben Kombinationen aus PP2Cs und RCARs 

getestet wie ABA.  
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Abbildung 2-24: Interspeziesanalyse der M. polymorpha und A. thaliana PP2Cs bzw. 

RCARs mit LA 

Regulation der ABI2 (A) bzw. MpABI1-Phosphataseaktivität (B) in Abhängigkeit der LA-

Konzentration mittels RCAR8 (weiße Kreise), MpRCAR1 (weiße Quadrate) und MpRCAR2 

(weiße Dreiecke). Die Proteinphosphatase (50 nM) wurde mit der doppelten Menge an 

RCAR bei verschiedenen Konzentrationen von ABA  inkubiert und anschließend die Aktivität 

der Proteinphosphatase bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen bestätigt 

(±SD). 

 

Die ermittelten Daten zeigten ein eindeutiges Ergebnis. Weder in Kombination mit 

RCAR8 noch mit MpRCAR1 konnten ABI2 und MpABI1 inhibiert werden. Bis zu einer 

Konzentration von 0,1 mM hatte das Hormon keinen Einfluss auf die Aktivität der 

Proteinkomplexe. Im Gegensatz hierzu vermittelte MpRCAR2 mit LA, sowohl im Fall 

von ABI2 als auch im Fall von MpABI1 eine Inhibierung der Proteinphosphatase-

aktivität. Die gemessenen IC50–Werte lagen hierbei bei 0,88 µM LA für ABI2 und 

0,285 µM für MpABI1. Vorweg sollte hierbei berücksichtigt werden, dass, wie bereits 

oben beschrieben, die Auswertung der Kombination MpABI1 und MpRCAR2 

aufgrund der effizienten Inhibierung der Aktivität des Enzyms in Abwesenheit des 

Liganden, schwierig war und daher der Unterschied der beiden IC50–Werte um den 

Faktor zwei für sich alleine nicht belastbar war. Allerdings wurde die Existenz dieser 

regulatorischen Funktion durch die vergleichende Messung mit ABI2 bestätigt. Somit 

konnte festgehalten werden, dass LA in der Lage war, wie ABA, die Regulation der 

Proteinphosphatasen zu vermitteln. Allerdings schien der Ligand nur für spezifische 

RCARs bzw. nur für MpRCAR2 zu wirken.  
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Tabelle 2-6: IC50-Werte der ABA und LA vermittelten Regulation 

Aufgeführt sind die IC50-Werte der Liganden ABA und LA in Kombination mit den 

Proteinphosphatasen ABI2 und MpABI1 und den regulatorischen Proteinen RCAR8, 

MpRCAR1 und MpRCAR2. 

PP2C RCAR Ligand IC50 [µM] ±SD [µM] 

ABI2 

RCAR 8 ABA 0,015 0,003 

MpRCAR1 ABA 0,050 0,007 

MpRCAR2 ABA 0,043 0,003 

RCAR 8 LA n.b. n.b. 

MpRCAR1 LA n.b. n.b. 

MpRCAR2 LA 0,880 0,052 

MpABI1 

RCAR8 ABA 0,030 0,007 

MpRCAR1 ABA 0,039 0,007 

MpRCAR2 ABA 0,082 0,024 

RCAR 8 LA n.b. n.b. 

MpRCAR1 LA n.b. n.b. 

MpRCAR2 LA 0,285 0,060 

 

2.4.3.2. Analyse zu LA verwandter natürlicher Substanzen 

 

Das regulatorische Protein MpRCAR2 hatte seine Fähigkeit zur Regulation der 

PP2Cs insbesondere in Kombination mit ABI2 gezeigt. Des Weiteren konnte ABA bei 

MpRCAR2 eine regulatorische Wirkung induzieren. Im nächsten Schritt wurde 

untersucht, welche Interaktionen die Regulation von LA ausschließlich mit MpRCAR2 

ermöglichten bzw. die der anderen RCARs verhinderten. Zu diesem Zweck wurde 

mittels in silico Analysen eine Reihe von in Pflanzen vorkommenden Molekülen 

identifiziert, welche chemische oder/und strukturelle Ähnlichkeiten mit LA besaßen 

(lunularic acid like, LAL), allerdings auch über wesentliche unterschiedliche 

Merkmale verfügten (Abbildung 2-25).  
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Abbildung 2-25: Strukturen zu LA verwandter Substanzen 

Dargestellt wurden die Strukturen des Methylesters von LA, sowie fünf weitere zu LA 

ähnliche Substanzen. 

 

Wie in Miyazono et al. 2009 dargelegt, sind einige der wichtigsten Wechselwirkungen 

der RCAR-Bindungstasche mit dem Phytohormon ABA, diejenigen mit der 

Carbonsäuregruppe des Moleküls. Ausgehend von der axialen molekularen 

Anordnung der ABA im Vergleich zu LA kann davon ausgegangen werden, dass im 

Falle einer durch LA induzierten Regulation die Carbonsäuregruppe des Moleküls 

eine essentielle Rolle spielte. Um diese These zu überprüfen wurde die 

entsprechende Gruppe methyliert (Abbildung 2-25) und anschließend die 

Proteinphosphataseaktivität analysiert (Abbildung 2-26).  
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Abbildung 2-26: Durch methylierte LA vermittelte Inhibierung der 

Proteinphosphataseaktivität 

Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität und MpABI1-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit 

der Ligandenkonzentration mittels RCAR8, MpRCAR1 und MpRCAR2. Die 

Proteinphosphatase (50 nM) wurde mit der doppelten Menge an RCAR8 (weiße Kreise), 

MpRCAR1 (weiße Quadrate) und MpRCAR2 (weiße Dreiecke) bei verschiedenen 

Ligandenkonzentrationen inkubiert und anschließend die Aktivität der Proteinphosphatase 

bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen bestätigt (±SD). 

 

Entsprechend den Erwartungen wurde in Anwesenheit von RCAR8 bzw. MpRCAR1 

mit keiner der gemessenen Proteinphosphatasen eine signifikante Änderung der 

Regulation erreicht. Allerdings konnte durch Methylierung der Carbonsäuregruppe 

ebenfalls die durch LA induzierte Regulation der Proteinphosphatasen durch 

MpRCAR2 aufgehoben werden. Dies zeigte, wie wichtig diese Gruppe für eine 

regulatorische Interaktion des Moleküls mit dem Protein ist.  

Die auf Basis der strukturellen Verwandtschaft zu LA ähnlichen Moleküle wurden 

nach demselben Schema analysiert. Zum einen sollte herausgefunden werden, ob 

die spezifische Wechselwirkung mit MpRCAR2 bestehen blieb oder durch bestimmte 

Gruppen aufgelöst wurde, zum anderen ob einige der neuen Liganden ein breiteres 

Wirkungsspektrum besaßen als lediglich MpRCAR2. Alle durchgeführten Messungen 

in Kombination mit ABI2 wurden in Abbildung 2-27 dargestellt.  
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Abbildung 2-27: Durch LAL04, LAL07, LAL12, LAL15 und LAL17 vermittelte 

Inhibierung der ABI2-Aktivität 

Regulation der ABI2-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der Ligandenkonzentration mittels 

RCAR8, MpRCAR1 und MpRCAR2. Die Proteinphosphatase (50nM) wurde mit der 

doppelten Menge an RCAR8 (weiße Kreise), MpRCAR1 (weiße Quadrate) und MpRCAR2 

(weiße Dreiecke) bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen inkubiert und anschließend 

die Aktivität der Proteinphosphatase bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen 

durchgeführt (±SD). 

 

Aus den Messdaten geht hervor, dass durch die drei Liganden LAL04, LAL07 und 

LAL17 keine wesentliche Regulation in Kombination mit ABI2 und einem der RCARs 

induziert werden konnte. Gleiches konnte für alle drei Liganden auch in Kombination 

mit MpABI1 beobachtet werden (Abbildung 2-28). Zwar konnte im Falle von LAL07 

ein Anstieg der regulatorischen Aktivität bei sehr hohen Konzentrationen des 

Liganden beobachtet werden, jedoch war dies vermutlich eher den Eigenschaften 

des Moleküls geschuldet, welche die Proteinphosphataseaktivität direkt beeinflussen. 

LAL07 war von den gemessenen Analoga die Substanz, welche strukturell am 

weitesten von ABA und LA entfernt war. Die Messungen mit diesem Liganden sollten 

hauptsächlich als Negativkontrolle für die übrigen Substanzen dienen. Eine mögliche 

Erklärung für die Abnahme der Aktivität im Vergleich zu den anderen beiden 
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inaktiven Liganden LAL04 und LAL17 wäre hierbei beispielsweise eine Blockade des 

aktiven Zentrums der PP2C oder eine Art „partieller Denaturierung“ der 

Sekundärstrukturen des Proteins. 

 

 

Abbildung 2-28: Durch LAL04, LAL07, LAL12, LAL15 und LAL17 vermittelte 

Inhibierung der MpABI1-Aktivität 

Regulation MpABI1-Phosphataseaktivität in Abhängigkeit der Ligandenkonzentration mittels 

RCAR8, MpRCAR1 und MpRCAR2. Die Proteinphosphatase (50nM) wurde mit der 

doppelten Menge an RCAR8 (weiße Kreise), MpRCAR1 (weiße Quadrate) und MpRCAR2 

(weiße Dreiecke) bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen inkubiert und anschließend 

die Aktivität der Proteinphosphatase bestimmt. Die Analysen wurden in drei Wiederholungen 

bestätigt (±SD). 

 

Der Ligand LAL17 besaß im Vergleich zu LA eine sehr homologe Struktur und 

ebenfalls die durch die Methylierung von LA bereits als entscheidend definierte 

Carbonsäuregruppe. Dennoch konnte in keiner Kombination eine Regulation der 

Proteinphosphataseaktivität induziert werden. Im Gegensatz zu den bisher 

aufgeführten Liganden war LAL12 in der Lage eine Inhibierung der 

Phosphataseaktivität mit einem IC50-Wert von 11 µM für ABI2 und einem IC50-Wert 
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von 1,3 µM für MpABI1 in Kombination mit MpRCAR2 zu erreichen (vgl. Tabelle 2-7). 

Auffällig war hierbei vor allem die ähnliche Struktur von LAL12 mit dem inaktiven 

LAL04. Im direkten Vergleich besitzt LAL04 eine zusätzliche –OCH3 Gruppe und die 

Alkoholgruppe des Benzolringes wurde methyliert. Es stellte sich die Frage ob hierbei 

nicht nur die Größe des Moleküls, sondern ebenfalls die Methylierung einen 

wichtigen Einfluss auf die Aktivität des Liganden besaß. Eine tiefere Einsicht in diese 

Vorgänge gewährte LAL15. Dieser Ligand war ebenfalls ausschließlich regulatorisch 

aktiv mit MpRCAR2, wobei die IC50-Werte in Kombination mit ABI2 bei 0,9 µM und 

mit MpABI1 bei 1,4 µM lagen. Dieser Ligand besaß an beiden planaren Ringen eine 

alkoholische Gruppe und ist durch die Verbindung über eine Zweierkohlenstoffkette 

der beiden aromatischen Ringe flexibel in der Gesamtstruktur. Des Weiteren besaß 

er eine zusätzliche Alkoholgruppe, welche allerdings methyliert vorlag. Ausgehend 

von der Gesamtstruktur des Moleküls besaß dieses eine große Ähnlichkeit zu LA 

bzw. zu seiner methylierten Version. Angesichts der vorherigen Ergebnisse war die 

Erwartung, dass aufgrund der Methylierung ebenfalls dieses Molekül nicht in der 

Lage sein sollte eine Regulation zu induzieren. Dennoch zeigte sich, dass es eine 

nur um den Faktor zwei schlechtere regulatorische Wirkung besaß als LA.  

 

Tabelle 2-7: IC50-Werte der LAL vermittelten Regulation 

Aufgeführt sind die IC50-Werte der Liganden LAL12 und LAL15 Kombination mit den 

Proteinphosphatasen ABI2 und MpABI1 und den regulatorischen Proteinen MpRCAR2. 

PP2C Ligand IC50 (µM) ±SD (µM) 

ABI2 
LAL12 1,312 0,159 

LAL15 4,803 0,512 

MpABI1 
LAL12 0,503 0,111 

LAL15 0,566 0,048 
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2.5. Prolylisomeraseaktivität der RCAR-Proteine 

 

Die Konformationsänderung von einem cis- zu einem trans-Prolin ist ein wesentlicher 

Bestandteil der ABA-Bindung. Hierbei wird, wie in 1.3 erläutert, durch die 

Relokalisation von gate und latch loop eine Konformationsänderung induziert welche 

neue intermolekulare Interaktionen zulässt, die die Bindungstasche und die 

Koordination des ABA-Moleküls ermöglichen (Nishimura et al. 2009; Yin et al. 2009). 

 

 

Abbildung 2-29: Gate Loop der RCAR-Proteine 

(A) Vergleich der Aminosäuren, welche in allen 14 RCARs aus Arabidopsis thaliana die Gate 

Loop Region bilden. In grün ist die Sequenz von RCAR11 markiert, welche ebenfalls als 3D-

Struktur dargestellt ist. In (B) und (C) sind die Aminosäuren des Gate Loop Bereichs als 

Linien und Kugeln dargestellt, wobei Sauerstoff rot, Stickstoff blau und Kohlenstoff grün 

gekennzeichnet sind. Markiert sind die Aminosäuren Leu87 und Pro88, durch dessen 

Isomerisierung von der cis- (C) zur trans-Konformation (B) die Bindungstasche der RCARs 

geschlossen wird (Nishimura et al. 2009).  

 

Die Konformationsänderung findet in einem konservierten Bereich der RCAR-Familie 

statt. Vor allem die Aminosäure vor Prolin ist in allen RCARs hochkonserviert, mit 

Ausnahme von RCAR7. Allerdings konnte bereits in 2.3 gezeigt werden, dass dieser 

Unterschied keinen Einfluss auf die Aktivität des Proteins besitzt. Da das Schließen 

der Bindungstasche ein entscheidender Schritt in der Ausbildung des 

Rezeptorkomplexes ist und dieser Vorgang eine Isomerisierung der Leucin-Prolin 

Bindung erfordert, stellt sich die Frage, ob es sich hierbei um einen katalysierten 
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Schritt handelt. Die Hypothese, dass die RCARs als Dimere vorliegen und die 

Bindung von ABA erst die Monomerisierung dieser erlaubt, ist ein weiteres Indiz 

dafür, dass der Schritt der Isomerisierung der Bindung ein regulatorisch 

entscheidender „Schalter“ für die Aktivität der RCARs sein könnte.  

 

Zur Untersuchung ob die RCAR-Proteine über eine Prolylisomeraseaktivität 

verfügen, wurde ein der Konsensus-Sequenz entsprechendes Peptid (Aminobenzoyl-

Ser-Gly-Leu-Pro-Ala-p-Nitroanilin) als Substrat benutzt. Da Peptide gegenüber den 

natürlichen Substratproteinen generell kleiner sind, kann durch deren Verwendung 

eine spezifische Analyse eines evtl. vorhandenen katalytischen Zentrums des 

Enzyms ermöglicht werden. Die Analyse wurde mittels eines proteasefreien 

Prolylisomerasetests durchgeführt. Hierbei kann die Zunahme der Fluoreszenz von 

Aminobenzoyl gemessen werden, welche ansonsten durch p-Nitroanilin in LiCl/TFE, 

bei cis-Konformation des Peptids, gequencht ist (Zoldak et al. 2009). Durch 100-

fache Verdünnung wurde die cis/trans-Isomerisierung des Peptids initiiert und der 

zeitliche Verlauf der Zunahme der Fluoreszenz verfolgt. Die erhaltenen Messdaten 

(Abbildung 2-30A) wurden mittels einer monoexponentiellen Funktion analysiert und 

die erhaltenen apparenten Raten aufgetragen (Abbildung 2-30B).  

 

 

Abbildung 2-30: cis/trans-Isomerisierung von Abz-SGLPA-pNa 

(A) Dargestellt ist die Fluoreszenzänderung der cis/trans-Isomerisierung von 2,5 µM des 

Quintapeptids Abz-SGLPA-pNa bei 7 °C (schwarz), 15 °C (rot) und 25 °C (blau) nach 

manueller Mischung. (B) Auftragung der Raten (kapp) der unkatalysierten Reaktion bei 7 °C, 

15 °C und 25 °C. 
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Zu Beginn wurde die unkatalysierte cis/trans-Isomerisierung des Peptids verfolgt. 

Neben den in der Literatur verwendeten Standardbedingungen von 15 °C 

(Schmidpeter et al. 2011) wurde die unkatalysierte Isomerisierung des Peptids 

ebenfalls bei 7 °C und 25 °C gemessen. Zum einen geht aus den Messdaten 

(Abbildung 2-30) hervor, dass die Konformationsänderung des Peptids eine 

temperaturabhängige Reaktion darstellt, zum anderen, dass es sich hierbei um eine 

zeitabhängige Reaktion handelt, die ohne Katalyse temperaturabhängig in einem 

Zeitraum von 20-60s nahezu vollständig abläuft. Die unkatalysierte Reaktion des 

Peptids ist hierbei im Vergleich zu den in der Literatur verwendeten Peptiden um 

etwa den Faktor fünf schneller (vgl. Zoldak et al. 2009). Da alle Versuche mit 

manueller Mischung durchgeführt wurden, wurde im Folgenden nur noch bei 15 °C 

und 7 °C gemessen. Da eine Änderung der gemessenen Raten bei diesen 

Temperaturen leichter zu ermitteln wäre. Zunächst wurde die Reaktion in Gegenwart 

verschiedener Konzentrationen von RCAR8 analysiert (Abbildung 2-31). 
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Abbildung 2-31: cis/trans-Isomerisierung von Abz-SGLPA-pNa in Gegenwart von 

RCAR8 

Dargestellt ist die Fluoreszenzänderung der cis/trans-Isomerisierung von 2,5 µM des 

Quintapeptids Abz-SGLPA-pNa in Gegenwart von 1 nM (schwarz), 10 nM (rot), 100 nM 

(blau) und 1000 nM (grün) RCAR8 nach manueller Mischung bei 7 °C (A) und 15 °C (B). (C) 

Auftragung der Raten (kapp) der Isomerisierungsreaktionen in Gegenwart unterschiedlicher 

Konzentrationen an RCAR8  bei 7 °C und 15 °C. Die Linien zeigen die apparenten Raten 

(kapp) der unkatalysierten Reaktion bei 7 °C (3,63 s-1) bzw. 15 °C (5,53 s-1). 

 

Die Messung bei 7 °C zeigte keine Veränderung in der Isomerisierungsrate des 

Peptides in Abhängigkeit der Konzentration des eingesetzten RCAR8 Proteins 

(Abbildung 2-30). Vielmehr entsprechen die gemessenen Raten denen der 

unkatalysierten Reaktion aus Abbildung 2-30. Im Vergleich hierzu zeigten die bei 

15 °C gemessenen Raten leichte Varianzen im Vergleich zu Abbildung 2-30, 

allerdings sind diese Änderungen unabhängig von der Konzentration an eingesetzten 

RCAR8 und die apparenten Isomerisierungsraten waren durchgehend im Vergleich 
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zum vorherigen Experiment leicht erhöht. Bei keiner der beiden gemessenen 

Temperaturen konnte RCAR8 die Isomerisierung des Peptides beschleunigen. 

Allerdings wurde mit RCAR8 auch nur eine der drei Unterfamilien der RCARs 

untersucht. Im Folgenden sollen mit RCAR1 und RCAR11 auch jeweils ein Vertreter 

der beiden anderen Unterfamilien analysiert werden (Abbildung 2-32). 

 

Im Vergleich zu RCAR8 nimmt die Rate der Isomerisierung des Peptides bei RCAR1 

und RCAR11 geringfügig ab. Allerdings geht bereits aus Abbildung 2-31 hervor, dass 

leichte Messschwankungen gegeben sind. Wie bereits RCAR8 waren auch RACR1 

und 11 nicht in der Lage die Isomerisierungsrate des Peptides zu beschleunigen 

(Abbildung 2-32 A, C und D). Die Zugabe einer mit 500 µM sehr hohen Konzentration 

an ABA und die daraus resultierende Bindung des Liganden an das regulatorische 

Protein hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die apparenten Raten der Isomerisierung 

(Abbildung 2-32). Obwohl die Konformationsänderung ein wesentlicher Bestandteil 

der ABA-Bindung ist, kann nach den durchgeführten Messungen festgehalten 

werden, dass weder RCAR1, 8 noch 11 in der Lage waren eine Prolylisomerisierung 

von einem cis- zu einem trans-Prolin zu katalysieren. 
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Abbildung 2-32: cis/trans-Isomerisierung von Abz-SGLPA-pNa in Gegenwart von 

RCAR 1, 8 und 11 mit und ohne ABA 

Dargestellt ist die Fluoreszenzänderung der cis/trans-Isomerisierung von 2,5 µM des 

Quintapeptids Abz-SGLPA-pNa in Gegenwart von 1 µM RCAR1 (A), RCAR8 (B) und 

RCAR11 (C) nach manueller Mischung bei 7 °C bei 0 µM (schwarz) und 500 µM ABA (rot). 

(D) Auftragung der Raten (kapp) der Isomerisierungsreaktionen in Gegenwart von RCAR1, 8 

und 11 mit und ohne ABA. 
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3. Diskussion 

 

Das Phytohormon ABA ist ein zentraler Regulator für die Anpassung an biotische 

oder abiotische Stressfaktoren (Arc et al. 2013; Lee et al. 2006; Xu et al. 2012; 

Christmann et al. 2006). Die Kernkomponenten des ABA-Signalweges bilden die 

ABA-Rezeptoren (Ma et al. 2009; Park et al. 2009), die Gruppe A 

Proteinphosphatasen des Typs 2C (Schweighofer et al. 2004; Fuchs et al. 2013) und 

eine Reihe von Proteinkinasen (Mustilli et al. 2002; Umezawa et al. 2009; Yoshida et 

al. 2006a). Die Bindung des Phytohormons in der hydrophoben Ligandentasche der 

RCARs und die daraus resultierende Inhibition der PP2Cs bzw. die Aufhebung der 

PP2C-vermittelten Inhibierung der Proteinkinasen ist der zentrale Mechanismus der 

ABA-Signalkaskade und als solcher, seit seiner Entdeckung, Gegenstand intensiver 

Forschungen. Die Rolle der Bindung des Phytohormons ABA stellt einen 

entscheidenden Faktor in den Interaktionen des heterotrimeren Komplexes dar. 

Bereits bei der Identifikation der RCARs wurde ein synthetischer Wachstumsinhibitor 

verwendet (Park et al. 2009). Obwohl chemisch distinkt, sind beide Moleküle in der 

Lage als Ligand der RCARs zu fungieren (Peterson et al. 2010). Dies bewies eine 

gewisse Flexibilität bezüglich der an der Koordination von ABA und an der Bildung 

der Bindungstasche beteiligten Aminosäuren, die innerhalb der gesamten RCAR-

Familie hochkonserviert vorliegen (Santiago et al. 2009a).  

In dieser Arbeit wurden das ABA-Enantiomer, ABA-Analoge chemische 

Verbindungen, LA und zu LA-verwandte natürliche Substanzen getestet um die 

Eigenschaften und Spezifitäten der Bindungstasche aller 14 RCARs zu analysieren. 

Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit RCAR7 und den Besonderheiten 

dieses Proteins, durch die seine Funktion als ABA-Rezeptor in Frage gestellt wurde 

(Fujii et al. 2009; Li et al. 2013; Zhao et al. 2013). 

Die erfolgreiche Reinigung aller RCAR-Proteine aus Arabidopsis ermöglichte 

weiterhin erstmalig eine umfassend vergleichende in vitro Analyse bezüglich der 

Regulation der enzymatischen Aktivität von vier der neun PP2Cs durch die RCARs 

und die inhibitorische Wirkung von ABA auf diese; im Gegensatz zu bisherigen 

Untersuchungen die auf eine kleinere Anzahl an RCARs begrenzt waren (Ma et al. 

2009; Okamoto et al. 2013; Szostkiewicz et al. 2010). 
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Diese übergreifende Analyse lieferte neue Einblicke in das komplexe Netzwerk der 

ABA-Signaltransduktion. Zugleich eröffnete die Analyse einen Erklärungsansatz für 

ihre unerwartete funktionelle Redundanz. Im letzten Abschnitt wurde untersucht, ob 

die Prolylisomerisierung des gate loops, als inhibitorisch entscheidender Schritt, 

selbst einer regulatorischen Kontrolle durch Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase 

unterlag. 

 

3.1. Ligandenselektivität der regulatorischen Proteine 

 

Wie bereits in der Einleitung dargelegt wird eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie 

beispielsweise Wurzelwachstum, Keimung, Dormanz und die Reaktion auf abiotische 

Stressfaktoren, im Lebenszyklus einer Pflanze durch ABA reguliert (Cutler et al. 

2010; Gonzalez-Guzman et al. 2012; Raghavendra et al. 2010). Es ist daher wenig 

überraschend, dass seit der Entdeckung des Pflanzenhormons auch die biologische 

Aktivität des nicht natürlichen R-ABAs gegenüber seinem natürlichen Pendant 

untersucht wurde (Lin et al. 2005; Zaharia et al. 2005). In den meisten der 

durchgeführten Analysen, wurde R-ABA als ein im Verhältnis zu ABA schwächer 

wirkender Ligand deklariert und nur manchmal, wie zum Beispiel beim 

Wurzelwachstum von Getreidepflanzen, zeigte sich eine mit natürlicher ABA 

vergleichbare Aktivität (Lin et al. 2005; Nambara et al. 2002; Walker-Simmons et al. 

1992). Es wurde gezeigt, dass R-ABA in der Lage ist die meisten mit ABA 

assoziierten Gene zu regulieren (Huang et al. 2007). Folglich sollte R-ABA, wie ABA, 

in der Lage sein die ABA-Biosynthese zu induzieren und die ABA-Signaltransduktion 

zu aktivieren (Lin et al. 2005). Ein Vorteil der Wirkung von R-ABA gegenüber der 

natürlichen ABA könnte sein, dass dieser Ligand langsamer metabolisiert wird als 

sein Pendant (Balsevich et al. 1994), dementsprechend würde die gleiche 

Konzentration des Hormons eine länger anhaltende Aktivierung der 

Signaltransduktion vermitteln.  

 

3.1.1. Stereoselektivität der RCARs 

 

In der vorliegenden Studie wurde R-ABA als alternativer Ligand mit 14 RCARs 

getestet. Bei allen regulatorischen Proteinen konnte eine inhibitorische Wirkung des 
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R-ABAs mit ABI2 beobachtet werden. Allerdings legte eine um etwa Faktor 100 

schlechtere Wirkung des Liganden im Vergleich zu ABA in diesen Analysen den 

Schluss nahe, dass die RCARs eine Stereoselektivität besitzen und die R-Form 

diskriminiert wird.  

Die enzymatische Aktivität von ABI2 lag in Kombination mit 13 der 14 RCARs in 

Gegenwart von 10 µM R-ABA noch bei über 70%, ausschließlich mit RCAR8 konnte 

sie auf 36% reduziert werden. Bei vergleichbaren Konzentrationen an ABA konnte 

nur mit RCAR2 noch eine ABI2-Aktivität von 44% festgestellt werden, alle übrigen 

RCARs inhibierten die enzymatische Aktivität der PP2C vollständig (vgl. Abbildung 

2-5). Eine ähnliche Beobachtung wurde sowohl bei Ma et al. 2009 als auch bei 

Szostkiewicz et al. 2010 beobachtet. In beiden Fällen lag die Inhibition der Aktivität 

von ABI1 und ABI2 mit RCAR1 in Gegenwart von 10 µM R-ABA bei unter 30% 

(Abbildung 3-1A). Ein Vergleich dieser Analysen mit der vorliegenden Studie ergab 

eine etwa doppelt bzw. dreimal so effektive Regulation. Jedoch geht aus 2.4.1 

hervor, dass von allen RCARs, die in Kombination mit ABI2 getestet wurden, RCAR1 

eines der insensitivsten Proteine für R-ABA darzustellen scheint. RCAR3 hingegen 

war um den Faktor drei sensitiver für die R-ABA vermittelte Regulation und bestätigte 

damit die bei Szostkiewicz et al. 2010 durchgeführten Analysen (Abbildung 3-1A). Ein 

Faktor der hierbei berücksichtigt werden musste, war der Einfluss der PP2C auf die 

Wirkung der regulatorischen Proteine (vgl. 2.4.1). Es konnte gezeigt werden, dass 

die Proteinphosphatasen ABI1, ABI2 und HAB1 in Kombination mit RCAR1 eine 

vergleichbare Regulation in Gegenwart von R-ABA besaßen, was auch in der 

Literatur gezeigt wurde (Ma et al. 2009; Okamoto et al. 2013; Szostkiewicz et al. 

2010). Ausschließlich die Aktivität von PP2CA wurde um 30% reduziert und wies 

darauf hin, dass die verwendete PP2C, die Analysen beeinflusst.  

Während RCAR1, eines der für R-ABA am insensitivsten regulatorischen Proteine 

darstellte, kristallisierte sich in dieser Studie RCAR8 als das sensitivste heraus und 

das einzige, das die Bestimmung eines IC50-Wertes (3,3 µM) gestattete. Bei Zhang et 

al. 2013 wurde ebenfalls die Aktivität der Proteine in Kombination mit R-ABA 

analysiert, wobei hier zehn der 14 RCARs analysiert wurden. Analog zu den in 2.4.1 

durchgeführten Messungen, wurde auch hierbei RCAR1 als insensitiv für R-ABA 

beschrieben, wohingegen sich RCAR8 mit einem Unterschied von mehr als Faktor 

2,5 als das am sensitivsten für R-ABA wirkenden regulatorischen Proteine darstellte 

(Abbildung 3-1B).  
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Abbildung 3-1: R-ABA vermittelte Inhibition verschiedener PP2Cs und 

Strukturvergleich zwischen RCAR13 im Komplex mit ABA und R-ABA 

(A) Inhibition der Proteinphosphataseaktivität von ABI1 und ABI2 (50 nM) mit RCAR1 bzw. 

RCAR3 (200 nM) aus Ma et al. 2009 und Szostkiewicz et al. 2010 in Gegenwart von 10 µM 

R-ABA. (B) IC50-Werte der HAB1-Phosphataseaktivität aus Zhang et al. 2013. HAB1 

(0,5 µM) wurde mit der doppelten Menge an RCAR in Abhängigkeit von R-ABA analysiert. 

(C) Überlappende Darstellung von R-ABA (grau) und ABA (gelb) (Weng et al. 2016) im 

Komplex mit RCAR13 (grün). Die Aminosäurereste H139, L141, L111 und F188 die bei der 

Bindung von R-ABA (dunkelgrün) im Vergleich zu ABA (hellorange) eine Relokalisation 

durchführen und die Liganden sind als Strichmodell hervorgehoben. Alle Stickstoffatome sind 

blau und Sauerstoffatome rot markiert. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit 

dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 4JDA und 5JO2. 1 

 

Eine Frage die sich stellte war, wie das strukturell unterschiedliche R-Enantiomers 

des Liganden in die für sein natürliches Pendant generierte und in allen RCAR-

Proteinen hochkonservierte Bindungstasche passen könnte? Eine mögliche 

                                            
 
[1]Ma et al. 2009 
[2]Szostkiewicz et al. 2010 
[3]Zhang et al. 2013 
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Erklärung geht auf Milborrow und seine Strukturhypothese zurück, der eine 

biologische Aktivität des Stereoisomers auf Basis der Symmetrie des Moleküls 

begründet (Milborrow 1974). Durch Rotation an der Achse können die beiden 

Moleküle beinahe in Deckung zueinander gebracht werden, wodurch es möglich ist 

alle polaren Gruppen beider Stereoisomere über dieselben Aminosäuren zu 

koordinieren (Abbildung 3-1C). Die Moleküle würden sich demnach nur durch den 

Austausch der Positionen der Methyl- und Dimethylgruppe am Cyclohexanring 

unterscheiden. Die mögliche Bestätigung dieser Hypothese lieferte Zhang et al. 

2013, der ein R-ABA enthaltendes RCAR13 Protein kristallisierte. Der direkte 

Vergleich zwischen einem ABA und einem R-ABA enthaltendem RCAR13 zeigte, 

dass die Unterschiede der Strukturen nur gering sind. In den Proteinstrukturen führte 

der Cyclohexenring des Moleküls eine Rotation um 17° gegen den Uhrzeigersinn bei 

R-ABA im Verhältnis zu ABA durch (Abbildung 3-1C). Diese Drehung des Moleküls 

führte zu einer Positionsänderung der Ketogruppe, welche in einer Relokalisation der 

Aminosäuren H139 und L141 von 0,8 Å resultierte. Des Weiteren verschoben sich 

die Aminosäuren L111 und F188 um 0,7 Å um die Bindungstasche ausreichend zu 

erweitern, damit die veränderte Position der Methylgruppen kompensiert werden 

konnte (Abbildung 3-1C) (Zhang et al. 2013). Allerdings warf die Diskriminierung des 

R-ABA Liganden bei den in dieser Studie durchgeführten Analysen die Frage auf, ob 

diese in den Proteinkristallen sichtbaren Neuausrichtungen der Aminosäurereste 

auch bei aktiven regulatorischen Proteinen stattfinden oder einen durch die 

Bedingungen der Kristallisation begünstigten Zustand darstellten. Im Gegensatz zu 

den in 2.4.1 durchgeführten Untersuchungen, die ausschließlich eine Bestimmung 

des IC50-Wertes für RCAR8 zuließen, konnte dieser bei Zhang et al. 2013 für neun 

von zehn getesteten regulatorischen Proteinen außer RCAR1 ermittelt werden 

(Abbildung 3-1B).  

Ein möglicher Erklärungsansatz für die Diskrepanzen der in dieser Studie 

durchgeführten Messungen und den publizierten Daten war neben der verwendeten 

Proteinphosphatase, auch eine unterschiedliche Quelle des R-ABAs. Bei einer 

Analyse verschiedener R-ABA Quellen zeigte sich, dass die von Sigma-Aldrich 

bezogene einen um Faktor vier, die von Loewen-Labratory einen um Faktor 13 und 

die von A. Christmann erhaltene Probe einen um Faktor 100 höheren IC50-Wert als 

das natürliche Pendant aufwies (vgl. 2.4.1). Bei der Probe von A. Christmann 

handelte es sich hierbei um ein von Sigma-Aldrich bezogenes R-ABA, welches 
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zusätzlich über eine Chromatographiesäule (Cyclobond I column, Sigma-Aldrich) an 

der HPLC gereinigt wurde. Dieser Reinigungsschritt erhöhte, nach den unter 2.4.1 

gemessenen Daten, den Reinheitsgehalt des R-ABAs um einen Faktor von 25. Die 

Tatsache, dass der Ursprung des Liganden einen derartigen Einfluss auf die 

Messwerte hatte, belegte die Schwierigkeit reines R-ABA kommerziell zu erhalten 

und für Analysen zu verwenden.  

 

Die unterschiedliche Wirkung von R-ABA Proben verschiedener Herkunft belegte die 

Schwierigkeit die in dieser Studie gewonnenen Daten mit denen der Literatur zu 

vergleichen. Orientiert man sich ausschließlich an den hier durchgeführten 

Messungen muss davon ausgegangen werden, dass R-ABA eine um etwa Faktor 

100 schlechtere Wirkung als ABA besaß. Alternativ muss nach der Analyse der 

verschiedenen Quellen und der unterschiedlichen Ergebnisse bezüglich des 

jeweiligen R-ABAs allerdings auch hierbei berücksichtigt werden, dass eine 

Kontamination mit ABA vorlag, auf die die regulatorischen Effekte zurückzuführen 

waren. Folglich ist R-ABA entweder kein alternativer Ligand für die RCARs oder 

benötigt für seine Funktion sehr hohe Konzentrationen, die seine biologische 

Relevanz fraglich erscheinen lassen. 

 

3.1.2. Synthetische ABA-Analoga 

 

Eines der Ziele der Verwendung von R-ABA war einen Liganden zu erhalten der 

langsamer metabolisiert wird als natürliches ABA und durch seine vergleichbare 

Wirkungsweise eine länger anhaltende Aktivierung der Signaltransduktion vermittelt. 

Einen alternativen Ansatz zu dieser Vorgehensweise stellte die Verwendung von 

synthetischen chemischen Verbindungen dar, deren Struktur auf ABA basiert. In 

dieser Studie wurde eine Reihe solcher modifizierten Verbindungen getestet. Hierbei 

wurden die C-Atome, welche die Ziele der drei verschiedenen oxidativen Abbauwege 

von ABA darstellen (siehe Einleitung), durch verschiedene Gruppen modifiziert.  

Mittels in vitro Analysen mit allen 14 RCARs sollte der Einfluss der Modifikationen auf 

die Effizienz der Liganden im Vergleich zu ABA analysiert werden. Zusätzlich konnte 

über den Einsatz dieser Substanzen die Spezifität der Bindungstasche analysiert 

werden um herauszufinden, ob bei einigen der 14 regulatorischen Proteine die 

Bindungstasche trotz ihrer hohen Konservierung, flexibler ist und somit alternativen 
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Liganden leichter zugänglich. Alle fünf der in dieser Arbeit analysierten zu ABA-

analogen Substanzen zeigten durchgehend eine zu ABA ähnliche Wirkung. Im Falle 

von PBI 694 war diese um den Faktor zwei und im Falle von PBI 352 um Faktor 20 

schwächer im Vergleich zum natürlichen Liganden. Die anderen drei Analoga, waren 

in ihrer inhibitorischen Wirkung beinahe identisch zu ABA.  

 

Einer der getesteten Liganden war PBI 413; bei diesem wurde durch die Einführung 

eines aromatischen Ringes die Vinylmethylgruppe ersetzt wodurch es nicht mehr 

möglich ist, das C7‘-Atom zu oxidieren und demnach ein entsprechender 

katabolischer Mechanismus, wie er für ABA besteht (vgl. 1.1.2) verhindert werden 

würde (Abbildung 3-2A). Für ABI2 in Kombination mit allen 14 RCARs konnte gezeigt 

werden, dass die Größenzunahme des Liganden keinen Einfluss auf seine Wirkung 

im Vergleich zu natürlichen ABA hatte (vgl. 2.4.2). Dies konnte ebenfalls für ABI1, 

HAB1 und PP2CA in Verbindung mit RCAR1 bestätigt werden. Der gemessene 

IC50-Wert für PBI 413 von 56 nM bestätigte die von Kepka et al. 2011 gemessene 

inhibitorische Wirkung (Abbildung 3-2C und D). Ebenfalls zeigten die in vivo Studien 

von Herrn Kepka, bezüglich Keimung, Wurzelwachstum und Stomataregulierung 

keinen Unterschied zwischen der Wirkungsweise von ABA und PBI 413 (Abbildung 

3-3A) (Benson et al. 2014). Bei Nyangulu et al. 2006 zeigte sich PBI 413 sogar als 

wirkungsvoller gegenüber der Samenkeimung als ABA, was wahrscheinlich auf eine 

langsamere Metabolisierung des Liganden zurückzuführen war. Durch die Analyse 

des Liganden mittels der zur Verfügung stehenden Kristallstrukturen konnte 

festgestellt werden, dass dieser zu groß für die Abmessungen der Bindungstasche 

ist. Dies zeigt die Flexibilität der Bindungstasche. In Abbildung 3-2B wurde am 

Beispiel von RCAR14 dargestellt, dass eine Relokalisation der Aminosäure L91 um 

ca. 0,4 Å notwendig ist um den nötigen Raum für eine Aufnahme des modifizierten 

Moleküls zu schaffen. Die Tatsache, dass keine der RCARs den Liganden 

diskriminiert hatte zeigte, dass diese Flexibilität der Bindungstasche in allen 14 

regulatorischen Proteinen vorhanden ist.  
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Abbildung 3-2: Mögliche Koordination des Liganden PBI 413 in der Bindungstasche; 

in vitro Studien zu PBI 413 und seinen Derivaten 

(A) Schematische Darstellung der möglichen Interaktionen zwischen den Aminosäuren der 

Ligandentasche des RCAR14-Proteins mit PBI 413 erstellt nach Melcher et al. 2009. (B) 

Struktur der ABA-analogen Substanz PBI 413. Der Ligand ist als gelbes Strichmodell 

gezeichnet, wobei die im Vergleich zu ABA jeweils modifizierten Seitengruppen in magenta 

hervorgehoben und ihre Größe mit transparenten Kugeln verdeutlicht ist. Die Grenzen der 

Bindungstasche sind in Oberflächendarstellung gezeigt und wichtige Aminosäuren der 

RCARs markiert und als Strichmodell hervorgehoben. Alle Stickstoffatome sind blau und 

Sauerstoffatome rot eingefärbt. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem 

Programm PyMOL basierend auf den PDB: 3KB3. (C) Regulation der 

Proteinphosphataseaktivität von ABI2 (50 nM) in Abhängigkeit der Ligandenkonzentration 

von ABA (schwarze Quadrate), PBI 413 (weiße Kreise), 8‘-OH-Tetralon (weiße Dreiecke) 

und 9‘-OH-Tetralon (schwarze Dreiecke) mittels RCAR1 (100 nM) (Kepka et al. 2011). (D) 

IC50-Werte der in (C) gemessenen Liganden (Kepka et al. 2011). (E) Strukturen von 8‘-OH-

Tetralon und 9‘-OH-Tetralon, die modifizierten Gruppen im Vergleich zu PBI 412 wurden rot 

markiert.2  

 

                                            
 
[1]Kepka et al. 2011 
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Die Liganden PBI 425 und 514 besitzen eine Substitution an einer Methylgruppe der 

ABA durch eine Ethinyl- am C8‘ bzw. eine Propinylgruppe am C9‘-Atom. Es konnte 

bereits festgestellt werden, dass die Modifikation von PBI 425 es dem Molekül 

gestattet die Funktion der ABA-8‘-Hydroyxylase zu inhibieren, was eine 

entsprechende Metabolisierung unmöglich macht (Cutler et al. 2000). In vitro konnte 

bei keinem der gemessenen RCARs und auch bei keiner Kombination von RCAR1 

mit den verschiedenen Proteinphosphatasen ein Unterschied zum natürlichen 

Liganden beobachtet werden (vgl. 2.4.2). Demzufolge waren alle RCAR-Proteine in 

der Lage die Substanzen mit der gleichen Effizienz zu binden, wie den natürlichen 

Liganden, demzufolge konnte sich die Bindungstasche der regulatorischen Proteine 

problemlos an beide Modifikationen anpassen. Bei diesen Substanzen ist laut 

Kristallstruktur eine Neuausrichtung einer Aminosäure (PBI 425: V87 PBI 514: F112) 

um etwa 0,3 Å notwendig um eine Aufnahme des modifizierten Moleküls zu 

ermöglichen (Abbildung 3-3B und C).  

Die in vivo generierten Daten spiegelten die Erkenntnisse der in vitro Studien wieder, 

obwohl beide Substanzen einen, im direkten Vergleich zu ABA, schwächeren 

Einfluss auf das Wurzelwachstum besaßen (Abbildung 3-3A) (Benson et al. 2014), 

war ihr Einfluss auf die Keimung von Arabidopsissamen mindestens mit der von ABA 

gleichzusetzen (Abbildung 3-3A). Dies war konsistent mit den Beobachtungen von 

Cutler et al. 2000, der bei beiden Liganden eine stärkere inhibitorische Wirkung auf 

die Keimung nachgewiesen hatte als sie von ABA ausging. Angesichts dessen, dass 

die Gleichwertigkeit der beiden Substanzen mit ABA in in vitro Analysen festgestellt 

werden konnte, kann dieser Unterschied nur auf die inhibitorische Wirkung der 

Substanzen gegenüber der ABA-Hydroxylase zurückzuführen sein. Beide 

Substanzen würden demzufolge langsamer metabolisiert werden als ABA und 

vermittelten dementsprechend eine länger anhaltende Aktivierung der 

Signaltransduktion bei gleicher Konzentration des Hormons.  
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Abbildung 3-3: In vivo Studien und mögliche Koordination der Strukturen der ABA-

analogen Substanzen innerhalb der Bindungstasche  

(A) Übersicht über die physiologischen Reaktionen von A. thaliana auf die zu ABA analogen 

Substanzen (Benson et al. 2014). Dargestellt sind die Strukturen der ABA-Derivate PBI 425 

(B), 514 (C), 694 (D) und 352 (E). Der Ligand ist jeweils als gelbes Strichmodell gezeichnet, 

wobei die im Vergleich zu ABA jeweils modifizierten Seitengruppen in magenta 

hervorgehoben und ihre Größe mit transparenten Kugeln bzw. wichtige Interaktionen mit 

schwarzen Linien verdeutlicht sind. Die Grenzen der Bindungstasche sind in 

Oberflächendarstellung gezeigt und wichtige Aminosäuren der RCARs markiert und als 

Strichmodell hervorgehoben. Alle Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffatome rot 

eingefärbt. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL 

basierend auf den PDB: 3KB3. 

 

Im Unterschied zu den übrigen Modifikationen wurde bei PBI 694 eine 

Cyclopropylgruppe am C8‘-Atom eingeführt, die deutlich größer ist, als die bei 

PBI 425 eingearbeitete Ethinylgruppe. Dies spiegelte sich in der um Faktor zwei 

schwächeren inhibitorischen Fähigkeit des Liganden in Kombination mit ABI2-
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RCAR1 wider. Allerdings bestätigten auch die in vitro Analysen der übrigen RCARs 

und PP2C Kombinationen diese Differenz (vgl. 2.4.2). Die deutliche Vergrößerung 

des Moleküls markierte demnach die Grenzen der Flexibilität der Bindungstasche. In 

vivo konnte ebenfalls eine bei dieser Substanz durchgehend schwächere Wirkung im 

Vergleich zu den bisherigen Substanzen nachgewiesen werden (Abbildung 3-3A) 

(Benson et al. 2014). Dennoch war es ein Beweis für die hohe Flexibilität der 

Bindetasche, dass der Ligand von allen RCARs gebunden werden konnte, obwohl 

bestehende Kristallstrukturen implizieren, dass eine Neuausrichtung von fünf 

Aminosäuren (V87, A93, T95, S96, H119) um ≈ 0,4 Å notwendig ist um diesen in der 

Bindungstasche aufzunehmen (Abbildung 3-3D).  

 

Die bisherigen Modifikationen der ABA hatten sich nicht auf die chemischen 

Eigenschaften des Moleküls ausgewirkt. Bei PBI 352 hingegen wurde die 

Hydroxylgruppe des Ringes von ABA durch einen Ether ersetzt. Die in vitro Analyse 

zeigte, dass der IC50-Wert dieses Liganden um den Faktor 20 schwächer war (vgl. 

2.4.2). Eine Analyse aller RCARs erbrachte, dass RCAR8 und 9 diesen Liganden im 

Vergleich zu den übrigen regulatorischen Proteinen bevorzugten. Hierbei musste 

berücksichtigt werden, dass vor allem RCAR8 besonders sensitiv für ABA im 

Allgemeinen und auch für alternative Liganden im Speziellen war (vgl. 2.2.2) 

(Okamoto et al. 2013; Zhang et al. 2013). Eine präzisere Analyse von RCAR8 im 

direkten Vergleich mit RCAR1 und den PP2Cs ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA zeigte, 

dass in Kombination mit RCAR1 die inhibitorische Wirkung mindestens um den 

Faktor zwei und maximal um den Faktor drei schlechter war (vgl. 2.4.2). Es war 

naheliegend anzunehmen, dass RCAR8 über eine höhere Flexibilität der 

Bindungstasche verfügte als andere regulatorische Proteine. Die Kombination des 

Liganden PBI 352 mit PP2CA-RCAR8 war um den Faktor zehn schlechter, als in 

Kombination mit den vergleichenden Proteinphosphatasen. Diese allgemein 

schwächere Regulation im Vergleich zu natürlicher ABA zeigte sich auch in vivo, 

allerdings mit Ausnahme der Stomata-Regulierung (Abbildung 3-3A) (Benson et al. 

2014). Es ist möglich, dass die schwache Beeinflussung der Stomataregulation auf 

eben jene Kombinationen zurückzuführen war die durch den Liganden schwächer 

beeinflusst wurden als andere. Die Flexibilität der Bindungstasche geriet hierbei 

allerdings an ihre Grenze. Aus der Kristallstruktur ging hervor, dass die 

Größenzunahme durch die eine hinzugefügte Methylgruppe vermutlich nicht die 
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Ursache für die schwächere Wirkung des Liganden war. Begründet lag dieser 

Unterschied wahrscheinlich in einer Störung der Interaktionen von E98 und N173, 

welche wasservermittelte H-Brückenbindungen mit der Alkoholgruppe innerhalb der 

Bindetasche ausbilden (Abbildung 3-3E). Da dennoch eine ABA-ähnliche Wirkung, 

lediglich bei deutlich höheren Konzentrationen, eintrat, konnte davon ausgegangen 

werden, dass die Hydroxygruppe am C1‘-Atom entweder für die ABA-Bindung nicht 

absolut notwendig war, oder die eingeführte Ethergruppe bei höheren 

Ligandenkonzentrationen in der Lage war ein vergleichbares Netzwerk an H-

Brückenbildungen zu etablieren. Vergleichbares wurde bei Kepka et al. 2011 gezeigt. 

Während PBI 413 (ABA-Tetralon) in seiner Effektivität eine zu ABA identische 

Wirkung besaß, konnte bei den modifizierten Versionen dieses Liganden 8‘-OH-ABA-

Tetralon und 9‘-OH-ABA-Tetralon eine um etwa Faktor 65 reduzierte Wirkung 

festgestellt werden (Abbildung 3-2C, D und E). Die Liganden PBI 425 und 514, 

welche beide ebenfalls deutlich größere Modifikationen am 8‘ bzw. 9‘ C-Atom tragen, 

belegen, dass die Bindungstasche in diesen Bereichen flexibel genug ist, einen 

vergrößerten Liganden aufzunehmen. Die hydrophoben Interaktionen innerhalb der 

Bindungstasche sind offensichtlich die flexiblen Bereiche, welche auch die Aufnahme 

größerer Liganden gestatten und die Bindung dieser stabilisieren können, was vor 

allem durch die Aufnahme des PBI 694 Liganden bestätigt wurde, der trotz seiner 

erheblichen Größenzunahme durch die Cyclopropylgruppe am C8‘-Atom einen nur 

um Faktor zwei schlechteren inhibitorischen Effekt als ABA zeigte. Dagegen ist das 

komplexe Netzwerk von Interaktionen, das von den polaren Aminosäureresten 

innerhalb der Bindungstasche ausgeht, der entscheidende Faktor. Eine Störung 

dieses Netzwerkes durch das Kaschieren (PBI 352) oder durch das Hinzufügen einer 

polaren Gruppe (8‘- bzw. 9‘-OH-ABA-Tetralon) hat direkte Auswirkungen auf die 

Affinität des regulatorischen Proteins zum Liganden (KD RCAR8-ABA = 1,1 µM; KD 

RCAR8-PBI 352 = 34 µM) (Benson et al. 2014). Es belegt die Flexibilität der 

Bindetasche, dass diese sich dennoch an den geänderten Liganden anpassen 

konnte, auch wenn hierbei die Affinität um Faktor 30 reduziert wurde.   

Im Rahmen dieser Arbeit wurde von jedem der synthetischen Analogen ebenfalls das 

entsprechende R-Stereoisomer in vitro analysiert. Wie nach den Ergebnissen für die 

R-Form der natürlichen ABA erwartet, induzierten die Stereoisomere der Substanzen 

eine um Faktor 5-10 schlechtere Regulation im Vergleich mit ihrem jeweiligen S-

Pendant (vgl. 2.4.2). Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in den physiologischen 
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Untersuchungen zu Wurzelwachstum, Keimung und Stomataregulierung wieder 

(Benson et al. 2014). Die Grenzen der Flexibilität der regulatorischen Proteine 

bezüglich ihres Liganden waren, wie schon bei ABA deutlich wurde, bei der 

Stereoselektivität der Bindetasche erreicht. 

 

3.1.3. LA als alternativer Ligand zu ABA 

 

LA wurde als erstes aus Lunularia cruciata isoliert und als eine das Wachstum 

inhibierende und die Dormanz induzierende Substanz beschrieben, die ebenfalls in 

einer Reihe von Leberblümchen (Hepatica) und Algen gefunden wurde (Pryce 1971; 

Valio et al. 1969). Die verwandte Struktur und ähnliche biologische Aktivität von LA 

gegenüber ABA brachte die Vermutung auf, dass dieses Hormon in höheren 

Pflanzen an den gleichen Rezeptor wie ABA binden könnte (Yoshikawa et al. 2002). 

Es wurden mittlerweile in Marchantia polymorpha sowohl eine Proteinphosphatase 

als auch regulatorische Proteine identifiziert (Bhalerao R.P. unveröffentlicht) 

(Tougane et al. 2010). In dieser Arbeit wurden zwei der RCARs und die PP2C, 

welche aus dem Lebermoos stammen, in vitro analysiert. Da M. polymorpha sowohl 

über ABA, als auch über LA verfügt, wurde durch die Interspeziesanalyse mit ABI2 

und RCAR8 aus A. thaliana die Austauschbarkeit und gegenseitige Regulierbarkeit 

der entsprechenden Proteine getestet. Es konnte festgestellt werden, dass die 

Proteinphosphatasen beider Spezies ABA-abhängig von allen getesteten 

regulatorischen Proteinen inhibiert wurden, allerdings zeigte nur MpRCAR2 eine LA-

induzierte Regulation.  

 

Aus Arabidopsis wurden die Proteinphosphatasen ABI2 und RCAR8, welches sich in 

den vorherigen Untersuchungen als das regulatorische Protein mit der höchsten 

Sensitivität gegenüber alternativer Liganden präsentiert hatte, verwendet. Hierbei 

zeigte sich, dass ABI2 in Gegenwart von ABA von beiden regulatorischen Proteinen 

aus M. polymorpha effektiv inhibiert werden konnte. Die gemessenen IC50-Werte 

lagen hierbei im selben Bereich (16-32 nM) wie die der meisten RCARs aus 

Arabidopsis (vgl. 2.2.2 und 2.4.3). Eine identische Beobachtung konnte im Falle der 

aus M. polymorpha stammenden Proteinphosphatase gemacht werden. Alle 

regulatorischen Proteine waren in der Lage die Aktivität des Enzyms bei ähnlichen 

Konzentrationen an ABA um 50% der enzymatischen Aktivität 
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(IC50-Werte: 30-60 nM) zu inhibieren. Im Unterschied hierzu konnte in Gegenwart 

von LA weder bei RCAR8 noch bei MpRCAR1 in Kombination mit beiden 

Proteinphoshatasen eine Regulation beobachtet werden (vgl. 2.4.3). MpRCAR2 

konnte als einziges der getesteten Proteine neben der ABA- ebenfalls eine LA-

abhängige Regulation induzieren. Diese wies mit einem IC50-Wert von ca. 1 µM mit 

beiden getesteten Proteinphosphatasen eine, im Verhältnis zu ABA, um zwei 

Größenordnungen höhere Konzentration des Liganden auf. Dennoch handelt es sich 

hierbei um einen physiologisch relevanten Konzentrationsbereich, da LA in vivo in 

Konzentrationen von ca. 1,1 µM vorliegt (Abe and Ohta 1984).  

 

Um zu ermitteln warum MpRCAR2 als einziges der regulatorischen Proteine diese 

Wirkungsweise aufwies stellte sich zuallererst die Frage wie beide Liganden auf 

dieselbe Art wirken könnten. Die Strukturen der beiden Liganden (Abbildung 3-4A) 

zeigen, dass diese in Größe und Struktur sehr ähnlich zueinander sind. Aus den 

Studien der ABA-analogen Substanzen war bekannt, dass die hydrophoben 

Interaktionen innerhalb der Bindungstasche eine ausreichende Flexibilität besitzen 

um auch, im Verhältnis zu ABA, größere Liganden aufzunehmen und stabilisieren zu 

können. Der entscheidendere Faktor sind die polaren Interaktionen des Liganden mit 

den entsprechenden Aminosäureresten. Die Aufrechterhaltung dieses Netzwerkes 

dürfte der zentrale Bestandteil für eine mögliche Bindung von LA sein. Aus den in 

Abbildung 3-4A gezeigten Strukturen geht hervor, dass LA zum Einen die polare 

Gruppe am C1‘-Atom von ABA fehlt, welche bereits bei ihrer Modifikation zu einem 

Methylether in PBI 352 gezeigt hatte, dass sie von Bedeutung für das polare 

Interaktionsnetzwerk des Liganden ist und zum anderen besitzt LA eine zusätzliche 

Hydroxygruppe am C15-Atom. In Yoshikawa et al. 2002 wurde untersucht ob LA eine 

zu ABA-ähnliche Konformation einnehmen kann. Die Kalkulationen ergaben, dass 

das Konformer mit der besten Überlappung eine Energiedifferenz von 1,7 kcal/mol im 

Verhältnis zum stabilsten Konformer von LA aufweist, dieses Konformer wurde in 

silico zentral in der Bindungstasche von RCAR14 positioniert (Abbildung 3-4B). Unter 

der Prämisse, dass LA und ABA die gleichen biologischen Funktionen mit 

identischen Proteinen ausüben können, weist die Energiedifferenz in den 

Konformeren bereits daraufhin, dass der energetisch ungünstigere Zustand von LA 

durch das Protein stabilisiert werden müsste. 



Diskussion 

104 
 

Diese Strukturhypothese zeigte, dass jede der polaren Gruppen des Liganden 

innerhalb des Proteins in entsprechender Nähe zu polaren Aminosäureresten zu 

liegen hätte um direkt oder indirekt über Wasserstoffbrücken durch diese stabilisiert 

werden zu können (Abbildung 3-4C). Die Alkoholgruppe würde dabei über Glu und 

Asn stabilisiert werden, während, ähnlich zu ABA, die Carboxygruppe durch ein 

komplexes Interaktionsnetzwerk der Aminosäuren Lys, Glu und Asn koordiniert 

würde (Miyazono et al. 2009; Santiago et al. 2009a). Die Alkoholgruppe am Ring im 

Eingangsbereich wäre deckungsgleich mit der Ketogruppe von ABA und würde 

entsprechend über den gate und latch loop stabilisiert werden (Abbildung 1-7B) 

(Nakagawa et al. 2014; Yin et al. 2009).  

Sequenzvergleiche der in Arabidopsis und Lebermoos identifizierten RCARs zeigen, 

dass die Aminosäuren, welche die Bindungstasche bilden, in MpRCAR2 größtenteils 

mit der Konsensussequenz übereinstimmen. Eine Abweichung von dieser bildet ein 

Asparagin, das durch ein Histidin ersetzt wurde (Abbildung 3-4D). Diese Aminosäure 

kommt exklusiv nur in MpRCAR2 vor. Laut dem in Abbildung 3-4C vorgeschlagenen 

polaren Interaktionsnetzwerk würde sowohl die Alkohol- als auch die Carboxygruppe 

der LA über Asn koordiniert werden. Diese Aminosäure stellt damit vielleicht den 

zentralen Kern der polaren Wechselwirkungen für LA dar. Die Substitution in 

MpRCAR2 von diesem Asparagin zu einem Histidin und die daraus resultierende 

Implementation eines neuen Interaktionsnetzwerkes (Abbildung 3-4E) könnte den 

Schlüssel zur LA-abhängigen Regulation der RCAR-Proteine darstellen. Einen 

zusätzlichen Hinweis auf diese Option bot die Beobachtung, dass die methylierte 

Variante der LA, welche an der Carboxygruppe modifiziert wurde (vgl. 2.4.3), nicht 

mehr in der Lage war die Regulation von MpRCAR2 zu induzieren. Die Modifikation 

an dieser funktionellen Gruppe würde das vorgeschlagene, für die Bindung von LA 

möglicherweise entscheidende, Interaktionsnetzwerk stören. 
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Abbildung 3-4: Strukturvergleich zwischen ABA und LA; mögliche LA-Koordination 

innerhalb der Bindetasche von AtRCAR14 und MpRCAR2 

(A) Strukturvergleich zwischen ABA und LA. Die polaren Gruppen der Moleküle sind rot 

hervorgehoben. Polare Interaktionen mit den Aminosäureresten der RCARs sind als 

schwarze Linien dargestellt. (B) Überlappende Darstellung von ABA (gelb) und LA (grau) in 

der Bindetasche von RCAR14. (C) Mögliches Interaktionsnetzwerk der polaren Aminosäuren 

von RCAR mit der Alkohol- und der Carboxygruppe von LA (schwarze Linien). (D) Ausschnitt 

des Sequenzvergleiches der zwei RCARs aus M. polymorpha und der 14 RCARs aus 

A. thaliana. (E) Mögliche Koordination von LA in der Bindetasche durch das Histidin von 

MpRCAR2. Wichtige Aminosäuren der RCARs sind als Strichmodell in Magenta 

hervorgehoben. Alle Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffatome rot eingefärbt. Die 

Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den 

PDB: 3KB3, die des Liganden basierend auf den Strukturvergleich zwischen ABA und LA 

(Yoshikawa et al. 2002).  
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Die erfolgreiche Induktion einer LA-vermittelten Regulation durch MpRCAR2 hat 

bewiesen, dass LA über ABA-ähnliche Eigenschaften verfügte. Neben LA wurde in 

silico eine Reihe von in Pflanzen vorkommenden Molekülen gefunden, welche 

chemische und/oder strukturelle Ähnlichkeiten mit dem Liganden besitzen (vgl. 

2.4.3.2). Auf Basis der strukturellen Verwandtschaft zu LA, sollten diese Moleküle 

einen Einblick in das Interaktionsnetzwerk vermitteln, welches es speziell MpRCAR2 

gestattete in Kombination mit LA eine ABA-ähnliche Wirkung zu vermitteln. Des 

Weiteren wurden die Substanzen mit MpRCAR1 und RCAR8 getestet um zu 

ermitteln, ob einige über ein breiteres Wirkungsspektrum verfügen und die 

Spezialisierung auf MpRCAR2 verloren geht. Von den getesteten fünf Substanzen 

zeigten drei Liganden keinen Effekt mit den verwendeten PP2C-RCAR 

Kombinationen. Nur die Substanzen LAL12 (Hydrangenol) und LAL15 (Batatsin III) 

waren in der Lage eine Inhibierung der Proteinphosphataseaktivität zu vermitteln; 

allerdings ausschließlich in Kombination mit MpRCAR2. Die Effizienz der Induktion 

der Regulierung lag hierbei im gleichen Konzentrationsbereich wie bei LA 

(IC50 ≈ 1 µM).  

 

In Bezug auf LAL12 war dieses Resultat zu erwarten, da die funktionellen Gruppen 

identisch mit denen von LA sind (Abbildung 3-5). Die beiden Moleküle unterscheiden 

sich nur dadurch, dass die Carboxylgruppe bei LAL12 in einem Carbonsäureester 

fixiert ist und das Molekül dementsprechend über eine geringere Flexibilität in seiner 

Struktur im Vergleich zu LA verfügt. Die identische Regulation der 

Proteinphosphatasen über MpRCAR2 bei beiden Molekülen spricht für eine 

übereinstimmende Koordination der beiden Substanzen. Folglich stützte diese 

Beobachtung die in Abbildung 3-4 vorgeschlagene Bindungshypothese für LA, da in 

der dargestellten Konformation kein Unterschied zwischen der Positionierung der 

polaren Gruppen von LA und LAL12 bestehen würde.  
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Abbildung 3-5: Strukturen von LA und verwandten natürlichen Substanzen 

Polare Gruppen sind in rot, im Vergleich zu LA neu eingefügte Verbindungen bzw. 

methylierte Seitengruppen sind blau dargestellt. Methylierte Sauerstoffatome wurden grün 

markiert.  

 

Die Struktur von LAL12 besitzt, was die funktionellen Gruppen betrifft, eine große 

Ähnlichkeit mit dem inaktiven LAL04 (Thunberginol H) (Abbildung 3-5). Allerdings 

wurde hier diejenige polare Gruppe, welche mit der Ketogruppe von ABA identisch ist 

methyliert. Wie am Beispiel der inaktiven methylierten LA und des synthetischen  

Liganden PBI 352 zu erkennen war, kann die Methylierung einer kritischen polaren 

Gruppe des Liganden, dessen Affinität zum RCAR-Protein verhindern bzw. 

verringern, was eine mögliche Erklärung für dessen Inaktivität darstellte. Ein weiterer 

Punkt der berücksichtigt werden muss wäre, dass gemäß der vorgeschlagenen 

Bindungshypothese die methylierte Alkoholgruppe im Eingangsbereich der 

Bindetasche läge und die Methylgruppe in dieser Region dazu führen würde, dass 

die Interaktionen des gate/latch-Mechanismusses gestört würden und eventuell 

ebenfalls die inhibitorisch wichtige Interaktion mit dem Tryptophan der 

Proteinphosphatase verhindert wird. (vgl. 1.3.2). Der zweite Methylether, welcher am 

C8-Atom angefügt wurde, könnte ebenfalls die Bindung des Liganden beeinflussen. 
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Jedoch hat bereits die Analyse der synthetischen Analoga ergeben, dass die 

Bindungstasche in diesem Bereich flexibel für vergrößerte Liganden ist (Benson et al. 

2014) und das eine Ethanthiolgruppe an dieser Stelle in ABA, ebenfalls die 

Effektivität des Liganden nicht behindert (Takeuchi et al. 2014). Sollte dieses Molekül 

in der Lage sein an das regulatorische Protein zu binden ohne das inhibitorische 

Signal an die Proteinphosphatase zu vermitteln, wäre es ein Ansatzpunkt für einen 

ABA-Antagonisten, wobei allerdings noch das Wirkungsspektrum auf andere RCARs 

getestet/ausgedehnt werden müsste.  

Überraschend war die regulatorische Funktion des Liganden LAL15 (Batatsin III). Im 

Hinblick auf die bisherigen Ergebnisse wäre zu erwarten gewesen, dass dieses 

Molekül nicht in der Lage sein sollte eine Regulation zu induzieren da ihm die 

Carbonsäuregruppe fehlt, welche sowohl in LA, als auch in LAL12 vorhanden ist. 

Jedoch zeigte dieser Ligand, ebenfalls nur in Kombination mit MpRCAR2, eine 

regulatorische Wirkung. Dies implizierte, dass diese Regulation ebenfalls auf die 

Besonderheit dieses regulatorischen Proteins gegenüber den anderen RCARs 

zurückzuführen ist. Es ist daher möglich, dass in Kombination mit MpRCAR2 die 

Hydroxylgruppe am C15-Atom den für LA zentralen Bestandteil des polaren 

Interaktionsnetzwerkes zwischen Ligand und Protein darstellt.  

Insgesamt blieb festzuhalten, dass sowohl durch die zu ABA analogen 

synthetischen, als auch durch die natürlichen zum Hormon ähnlichen Substanzen 

Einblicke in die Flexibilität und Spezifität der RCAR-Bindetasche gewonnen werden 

konnten. Das System der genetischen Redundanz der ABA-Rezeptoren und der mit 

ihnen assoziierten Signalkomponenten erschwert es die Bedeutung einzelner 

Kombinationen innerhalb des komplexen Signaltransduktionsnetzwerkes zu 

verstehen. Die verschiedenen Affinitäten von ABA zu einzelnen RCARs, obwohl die 

Bindungstasche über alle RCARs hinweg konserviert ist, belegt jedoch, dass diese 

Unterschiede existieren müssen (Dupeux et al. 2011b; Ma et al. 2009). Um dieses 

Netzwerk aufzuklären ist ein möglicher Ansatz mittels Liganden eine Differenzierung 

zwischen den Kombinationen zu erreichen. Die daraus folgende Chance spezielle 

Substanzen zu besitzen um spezifische Komplexe zu aktivieren und damit bestimmte 

Prozesse innerhalb der Pflanze zu begünstigen, stellt ein großes Potential dar, 

welches eine Vielzahl neuer Möglichkeiten offeriert.  
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3.2. RCAR7; ein Spezialfall im RCAR-PP2C-Netzwerk 

 

Im Verlauf dieser Arbeit konnte für alle 14 RCAR-Proteine nachgewiesen werden, 

dass sie in der Lage sind beinahe ausnahmslos die untersuchten 

Proteinphosphatasen des Typs 2C zu regulieren (vgl. 2.2.2). Nur wenige 

Kombinationen wurden diskriminiert und zeigten keine bzw. eine schlechte Inhibition 

der Proteinphosphataseaktivität in Abhängigkeit von ABA. Als besonders interessant 

kristallisierte sich hierbei RCAR7 heraus, da in der Literatur postuliert wurde, dass es 

sich bei diesem Protein um keinen wirksamen ABA-abhängigen Regulator handele 

(Fujii et al. 2009; Li et al. 2013; Zhao et al. 2013). Allerdings konnte in 2.3 in vitro 

eine ABA-abhängige Regulation bei nanomolaren Ligandenkonzentrationen für die 

RCAR7-Komplexe mit PP2CA, ABI1 und ABI2 nachgewiesen werden. Im Gegensatz 

hierzu konnte die enzymatische Aktivität von HAB1 auch bei mikromolekularen 

Konzentrationen von ABA nicht durch RCAR7 inhibiert werden. Die Ausnahme der 

regulatorischen Fähigkeit gegenüber HAB1 konnte an zwei Aminosäuren 

festgemacht werden, deren Substitution eine ABA-abhängige Regulation durch 

RCAR7 wiederum ermöglichte. 

 

Die Einzigartigkeit von RCAR7 wurde an drei von der konservierten Sequenz 

abweichenden Aminosäureresten festgemacht (Fujii et al. 2009; Li et al. 2013; Zhao 

et al. 2013): Glutamin 38, Leucin 67 und Phenylalanin 71. Hierbei wurde davon 

ausgegangen, dass durch die am Eingang der Bindungstasche liegenden 

Aminosäuren L67 und F71 und die mit der Carbonsäuregruppe von ABA 

interagierende Aminosäure Q38 entscheidende Wechselwirkungen in RCAR7 

verloren gingen, was in einer Verhinderung der Bindung der ABA resultierte 

(Abbildung 3-6). Diese nur in RCAR7 auftretende Besonderheit sollte dazu dienen 

dem Protein eine selektive, ABA-unabhängige Regulation der Proteinphosphatase 

PP2CA zu ermöglichen (Li et al. 2013; Zhao et al. 2013). Die in 2.3 durchgeführten 

Analysen zeigten allerdings, dass RCAR7 in der Lage ist PP2CA, ABI1 und ABI2 

ABA-abhängig zu regulieren. Die regulatorische Aktivität bei vergleichbaren ABA-

Konzentrationen wie bei anderen RCARs (vgl. 2.2.2) belegte, dass RCAR7 in dieser 

Hinsicht keine Sonderstellung unter RCARs einnimmt. Eine Übereinstimmung mit Li 

et al. 2013 und Zhao et al. 2013 besteht darin, dass RCAR7 von allen getesteten 

PP2Cs sowohl in vitro, als auch in vivo PP2CA am effektivsten regulieren konnte 
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(Fuchs et al. 2014). Allerdings stand die ABA-Abhängigkeit dieser Regulation 

zweifelsfrei fest. Aus der regulatorischen Fähigkeit von RCAR7 konnte gezeigt 

werden, dass die Ligandenhöhle ein hochflexibles Konstrukt ist, welches sich an 

veränderte Parameter, wie den Austausch bestimmter Aminosäuren, anpassen kann. 

Die Kristallstrukturen der RCAR-Proteine geben durch das Fehlen jeglicher Dynamik 

in der dreidimensionalen Struktur nur eine eingeschränkte Vorstellung von der 

gesamten Komplexität des Systems der ABA-Bindung; denn theoretisch würde nach 

den bestehenden Kenntnissen der Struktur der Bindetasche die Koordination des 

Liganden durch die polaren und hydrophoben Wechselwirkungen verhindert werden 

(Abbildung 3-6).  

Überraschend war die Feststellung, dass eine Wiederherstellung der 

Konsensussequenz von RCAR7 in der enzymatischen Aktivität mit der 

Proteinphosphatase ABI2 keinen Unterschied zur wildtypischen Sequenz zeigte (vgl. 

2.3) (Fuchs et al. 2014). Zu erwarten wäre eher gewesen, dass sich die Affinität des 

Liganden entweder verbessert, da die Konsensussequenz eine effektivere 

Koordination gestattet, als es die RCAR7-spezifischen Aminosäurereste ermöglichen 

oder dass eine Verschlechterung der ABA-abhängigen Inhibition eintritt, da der 

Ligand in einer zu den übrigen RCARs neuen Koordination vorliegt und deren 

Wechselwirkungen durch die Substitutionen gestört werden könnten. Es wurde 

bereits gezeigt, dass vor allem das Ausbleiben der Interaktionen mit Lysin zur 

Koordination der Carbonsäuregruppe (Abbildung 3-6A und B) einen großen Einfluss 

auf die Ligandenbindung hat und ein Wegfall dieser Koordination zu einer ABA-

insensitiven RCAR-Variante führt (Melcher et al. 2009). Die in dieser Arbeit 

gemessenen identischen IC50-Werte belegten hingegen, dass die Ligandenhöhle des 

Proteins ausreichend anpassungsfähig ist um die Aufnahme des Liganden zu 

gestatten, wenn die RCAR-spezifischen Aminosäuren Q38, L67 und F71, durch 

Aminosäuren ersetzt wurden, die in ihren chemischen und strukturellen 

Eigenschaften über eine ausreichende Ähnlichkeit verfügten (vgl. 2.3). Das RCAR7 

Protein ist demnach in seiner Bindungstasche flexibel genug um sowohl mit den 

proteinspezifischen Aminosäuren, als auch mit den konsensusspezifischen 

Aminosäuren gleichwertig den Liganden zu koordinieren. Es ist daher möglich, dass 

es sich bei RCAR7 tatsächlich um einen Spezialfall innerhalb der RCAR-Proteine 

handelt, der sich vor allem durch eine in seiner ABA-Koordination veränderte, aber in 

der Effektivität der ABA-Bindung dennoch gleichwertige Ligandenhöhle auszeichnet. 
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Abbildung 3-6: Vergleich der ABA-Bindungstasche von RCAR14 und 7 

Interaktionen der polaren Aminosäuren K64 von RCAR14 (grün) (A) bzw. Q38 von RCAR7 

(hellorange) (B) mit der Carboxygruppe von ABA. Die für die Methylgruppe von ABA 

bereitgestellte hydrophobe Tasche ist als Oberflächendarstellung für RCAR14 (C) und 

RCAR7 (D) gezeigt. Die Methylgruppe und ein Methylrest der Dimethylgruppe von ABA sind 

jeweils violett markiert und ihre Größe mittels einer transparenten Kugel verdeutlicht (Li et al. 

2013; Melcher et al. 2009). ABA wurde jeweils als gelbes Strichmodell gezeichnet. Alle 

Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffatome rot eingefärbt. Die wichtigen Aminosäuren 

sind dunkelgrün markiert und als Strichmodell hervorgehoben. Die Darstellung der 

Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 3KB3 und 

3N0G. 

 

Eine weitere Auffälligkeit von RCAR7 war, dass keine Inhibierung der enzymatischen 

Aktivität von HAB1 auch bei sehr hohen ABA-Konzentrationen (0,1 mM) 

nachgewiesen werden konnte (vgl 2.3). Dagegen konnte die zu HAB1 am nächsten 

verwandte getestete Proteinphosphatase ABI1 mit einem IC50-Wert von 160 nM 

reguliert werden. Dieser IC50-Wert ist im Vergleich zu dem mit PP2CA und ABI2 um 

Faktor drei höher, doch zeigte sich keine Diskriminierung wie im Fall von HAB1.  

Es stellte sich die Frage, warum HAB1, trotz seiner Homologie mit den getesteten 

und durch RCAR7 regulierbaren Proteinphosphatasen eine derartige regulatorische 

Ausnahmestellung besitzt. Vergleicht man die Aminosäuresequenzen in den 
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Interaktionsbereichen zwischen RCAR-Proteinen und Proteinphosphatasen so fällt 

auf, dass diese Bereiche in ihrer Sequenz und in den zur Verfügung stehenden 

Kristallstrukturen hochkonserviert vorliegen (Dupeux et al. 2011a; Yin et al. 2009; 

Melcher et al. 2009; Nishimura et al. 2009). Erst in der Peripherie dieser 

Interaktionsflächen konnten Varianzen zwischen HAB1 und ABI1 ermittelt werden. 

Hierbei unterscheiden sich die HAB1 Aminosäuren (S322 und Q386) zu den 

korrespondierenden ABI1 Aminosäuren (P237 und N301) (Abbildung 3-7A). Die 

wesentlichen Unterschiede zwischen den Aminosäuren Serin und Prolin sind zum 

einen, dass es sich bei Serin um eine polare Aminosäure handelt, während Prolin 

eine unpolare Aminosäure darstellt; zum anderen ist Prolin die einzige Aminosäure 

die aufgrund ihrer besonderen Struktur einen partiellen Doppelbindungscharakter 

besitzt und diese Eigenschaft oft eine stabilisierende Wirkung auf Bereiche innerhalb 

von Proteinen ausübt (Abbildung 3-7B). Im Unterschied dazu ist davon auszugehen, 

dass die Substitution der Aminosäure von Asparagin zu Glutamin, aufgrund dessen, 

dass diese beiden Aminosäuren in ihren chemischen Eigenschaften identisch sind 

und sich nur um ein C-Atom in der Größe unterscheiden, keinen direkten Einfluss auf 

die Interaktionsfläche besitzen sollte. Vielmehr ist anzunehmen, dass die 

Veränderung dieser Aminosäure einen Einfluss auf das benachbarte Tryptophan 

besitzt, welches, wie in der Einleitung beschrieben, eine entscheidende Interaktion 

für die Inhibierung der enzymatischen Aktivität der Proteinphosphatasen darstellt 

(Abbildung 3-7C). Der Verlust des Tryptophans resultiert in einer Proteinphosphatase 

die nicht mehr durch die RCAR-Proteine reguliert werden kann (Dupeux et al. 2011a; 

Miyazono et al. 2009). 
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Abbildung 3-7: Unterschiede zwischen HAB1 und ABI1; in vivo und Y2H-Studien der 

HAB1-Varianten 

(A) Ausschnitte des Sequenzvergleichs zwischen drei Vertretern HAB1, ABI1 und ABI2 aus 

A. thaliana. Die unterschiedlichen Aminosäuren sind gelb hervorgehoben. Vergleich der 

Aminosäuren der Interaktionsfläche von S322 und P237 (B) sowie Q386 und N301 (C). 

Wichtige Aminosäuren sind als Strichmodell dargestellt, diejenigen aus HAB1 wurden in 

magenta hervorgehoben, die aus ABI1 in cyan. Tryptophan 385 aus HAB1 ist als grünes 

Strichmodell gezeigt. Die PP2C ist in grün, das RCAR Protein hellorange dargestellt. Alle 

Stickstoffatome sind blau und Sauerstoffatome rot eingefärbt. Die Darstellung der 

Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 3KB3 und 

3KDJ. (D) Aktivierung der ABA-abhängigen Regulation in Protoplasten durch Zugabe von 

RCAR7 in Gegenwart von 0,1 mM ABA. (E) Y2H-Analyse der Interaktion von wildtypischen 

HAB1 und der beiden Substitutionsvarianten in Kombination mit RCAR7. Beide 

Aminosäuresubstitutionen erzielten ein Wachstum der Hefen auf dem Selektionsmedium. 

Die Abbildungen D und E stammen aus Fuchs et al. 2014.  

 

Die Doppelsubstitution der beschriebenen Aminosäuren in die Konsensussequenz 

konnte eine geringfügige Regulation (Reduktion der enzymatischen Aktivität auf 

43%) bei sehr hohen ABA-Konzentrationen (0,1 mM) in Kombination mit RCAR7 
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erzielen. Dieses Ergebnis konnte in vivo mittels Arabidopsis Protoplasten bestätigt 

werden (Fuchs et al. 2014) (Abbildung 3-7D). Zusätzlich wurde gezeigt, dass die 

beiden Varianten mit nur einer Aminosäuresubstitution in HAB1 in Hefe die 

Interaktion der beiden Proteine im Vergleich zum Wildtyp wieder etablieren 

(Abbildung 3-7E). Allerdings führten diese Einzelmutanten weder in den in 2.3 

durchgeführten in vitro Aktivitätsanalysen noch in den in vivo Protoplastenassays 

(Fuchs et al. 2014) (Abbildung 3-7D) zu einer Regulation der PP2C. Aus den Daten 

geht hervor, dass jede der eingeführten Aminosäuren für sich alleine in der Lage zu 

sein scheint die Interaktion des Komplexes wieder zu etablieren, doch erst durch ihre 

Kombination konnte ebenfalls die regulatorische Wirkung wieder reaktiviert werden. 

Bislang konnte gezeigt werden, dass die Bindung von ABA an RCAR durch 

Substitutionsvarianten verbessert werden kann (Nakagawa et al. 2014; Pizzio et al. 

2013). Diese Analyse zeigte zum ersten Mal, dass es möglich ist durch den gezielten 

Austausch einiger Aminosäuren einer PP2C sowohl die Interaktion mit einem RCAR 

als auch dessen regulatorische Funktion wieder zu etablieren. Jedoch weist die im 

Vergleich zu ABI1 um fast Faktor 500 höhere notwendige ABA-Konzentration darauf 

hin, dass nicht nur die identifizierten Aminosäurereste die Regulation beeinflussen, 

sondern weitere Aminosäurereste die Regulierbarkeit der PP2Cs bestimmen. 

 

3.3. Funktionelle Differenzierung der RCAR-PP2C Komplexe  

 

Die Bindung des Phytohormons in der hydrophoben Ligandentasche der RCARs und 

die daraus resultierende Inhibition der PP2Cs bzw. die Aufhebung der PP2C-

vermittelten Inhibierung der Proteinkinasen ist der zentrale Mechanismus der ABA-

induzierten Signalkaskade (Hauser et al. 2011; Miyazono et al. 2009; Raghavendra 

et al. 2010). Angesichts der 14 in Arabidopsis vorkommenden RCARs und der neun 

PP2Cs, die diesen gegenüber stehen, ist die Bildung des RCAR-PP2C-Komplexes 

ein System von 126 möglichen Kombinationen. In vitro wurde bisher nur ein Bruchteil 

dieser Kombinationen untersucht (Hao et al. 2011; Li et al. 2015; Ma et al. 2009; 

Okamoto et al. 2013; Szostkiewicz et al. 2010). In dieser Arbeit wurden erstmals alle 

14 RCARs aus Arabidopsis thaliana in Kombination mit den Proteinphosphatasen 

ABI1, ABI2, HAB1 und PP2CA getestet. Es konnte festgestellt werden, dass in vitro 

bereits eine Regulation der Proteinphosphatasen durch einige der RCARs in 

Abwesenheit des Liganden stattfindet, welche nicht nur vom eingesetzten 
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regulatorischen Protein, sondern ebenfalls von der beteiligten Proteinphosphatase 

abhängig war. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mit einer Ausnahme, alle 

14 RCARs in der Lage waren die vier Proteinphosphatasen mit unterschiedlicher 

Effizienz in vitro ABA-abhängig zu inhibieren, nur die HAB1-RAR7-Kombination 

zeigte keine Regulation.  

 

Der Einfluss der Interaktion zwischen PP2C und RCAR in Abwesenheit eines 

Phytohormons auf die Aktivität des Enzyms, wurde in Abschnitt 2.2.1 untersucht. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass ein Großteil der regulatorischen Proteine die 

Aktivität der PP2Cs beeinflusste. Hierbei waren, im Gegensatz zur dritten 

Untergruppe, die Unterfamilien I und II, mit Ausnahme von RCAR10, in der Lage, die 

Aktivität der Proteinphosphatase ABI2 negativ zu regulieren, im Gegensatz dazu 

zeigten sich die Proteinphosphatasen ABI1 und HAB1 deutlich resistenter gegen 

eine ABA-unabhängige Regulation und wurden hauptsächlich von RCAR7 und 9 

(ABI1), sowie RCAR 8 und 9 (HAB1) inhibiert. Die Analyse von PP2CA, als Vertreter 

der zweiten Untergruppe der PP2Cs, hingegen ergab, dass die meisten RCARs nicht 

in der Lage waren die enzymatische Aktivität des Proteins zu inhibieren (Abbildung 

3-8A). Mit RCAR1 und RCAR4 zeigten nur zwei der regulatorischen Proteine die 

Fähigkeit PP2CA in Abwesenheit des Liganden zu inhibieren. Die inhibitorische 

Wirkung war demzufolge, also nicht ausschließlich vom verwendeten RCAR, sondern 

von der Konstellation des Rezeptor-Korezeptor-Komplexes abhängig. 

Die durchgeführten Messungen zeigten, dass keines der RCARs, der dritten 

Unterfamilie (RCAR11, RCAR12 und RCAR14), welche in der Literatur als Dimere 

beschrieben werden (Dupeux et al. 2011b; Nishimura et al. 2009; Santiago et al. 

2012), sowie RCAR13, welches in vitro als ein trans-Dimer mit einem eigenen ABA-

abhängigen Mechanismus beschrieben wird (Zhang et al. 2012), in der Lage war die 

enzymatische Aktivität in Abwesenheit des Liganden zu inhibieren. Zusätzlich konnte 

auch bei RCAR10, keine negative Regulation beobachtet werden. Die Analysen 

bestätigten in weiten Teilen die Ergebnisse von Hao et al. 2011 (Abbildung 3-8A). In 

beiden Studien konnte gezeigt werden, dass die dritte Untergruppe und RCAR10 

keine bzw. nur eine schwache inhibitorische Wirkung des regulatorischen Proteins 

besaß und PP2CA resistenter gegen die Regulation der RCARs in Abwesenheit des 

Liganden war (Abbildung 3-8A). RCAR4 kristallisierte sich als das Protein mit der 

stärksten ABA-unabhängigen Regulation heraus. 



Diskussion 

116 
 

Das die Interaktion der RCAR-Proteine mit den PP2Cs in Abwesenheit eines 

Liganden einen wichtigen Abschnitt der ABA-regulierten Signaltransduktion darstellt, 

wurde bereits bei der Identifikation der ABA-bindenden Proteine festgestellt, da ein 

an eine PP2C gebundenes RCAR eine im Vergleich zum ungebundenen 

regulatorischen Protein um zwei Größenordnungen höhere Affinität zu ABA besaß 

(Ma et al. 2009; Nakagawa et al. 2014; Santiago et al. 2009b). Überraschend war 

insofern die inhibitorische Wirkung der RCAR-Proteine, da wie in der Einleitung 

ausgeführt, hierfür die Relokalisation des gate loops eine wichtige Rolle spielt. Erst 

durch die Interaktion des Serins mit einem Glutamin im katalytischen Zentrum der 

PP2C nach der Konformationsänderung des gate loops, kann die Aktivität der PP2C 

inhibiert werden (Abbildung 3-8B) (Dupeux et al. 2011a; Miyazono et al. 2009; Yin et 

al. 2009). Diese inhibitorische Interaktion sollte erst durch die Bindung des 

Phytohormons, welches die Konformationsänderung induziert, entstehen. 

 

Die beobachtete Inhibierung der enzymatischen Aktivität in Abwesenheit des 

Liganden könnte dahingehend gedeutet werden, dass die Bindungstasche sich auch 

in Abwesenheit des Liganden schließt und somit die inhibierende Interaktion des 

Serins mit dem katalytischen Zentrum der PP2C stattfindet. RCAR4 als das 

regulatorische Protein, welches auf alle getesteten PP2Cs die stärkste Inhibition 

besaß, wurde bereits als ABA-unabhängiger Regulator beschrieben (Hao et al. 2011; 

Sun et al. 2012). Der Zustand eines geschlossenen gate loops in Abwesenheit eines 

Liganden, müsste bei diesem Protein im Verhältnis am häufigsten auftreten. Eine 

Bestätigung dieser Hypothese ist möglicherweise, dass das regulatorische Protein 

bereits in Abwesenheit des Liganden in offener (Sun et al. 2012) und geschlossener 

Konformation (Hao et al. 2011) kristallisiert werden konnte. 
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Abbildung 3-8: RCAR-abhängige Regulation der PP2Cs; inhibitorische Interaktion 

zwischen PP2C und RCAR 

(A) Inhibitorische Wirkung der RCAR-Proteine in verschiedenen Konzentrationen relativ zur 

PP2C. Die Daten des PP2C:RCAR Verhältnisses von 1:1 und 1:10 wurden Hao et al. 2011 

entnommen. (B) Dreidimensionale Darstellung des aktiven Zentrums von HAB1 (cyan) mit 

seinen Metallkofaktoren (Kugeln, magenta) (Miyazono et al. 2009). Das regulatorische 

Protein ist in offener (hellorange) und geschlossener (grün) Konformation dargestellt. Die 

Interaktionen zwischen den Serinen der beiden RCAR Konformationen und dem Glutamin 

der PP2C sind als schwarze Linien dargestellt (Melcher et al. 2009; Miyazono et al. 2009). 

Wichtige Aminosäuren sind als Strichmodell hervorgehoben, deren Stickstoffatome blau und 

Sauerstoffatome rot markiert wurden. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem 

Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 3KB3 und 3KAZ. 3 

                                            
 
[1]Hao et al. 2011 
[2]2.2.1 
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Neben dem negativen regulatorischen Effekt konnte in dieser Studie bei einer Reihe 

von RCAR-Proteinen allerdings ebenfalls eine Verbesserung der enzymatischen 

Aktivität der PP2Cs beobachtet werden. Dieser positive Effekt zeigte sich vor allem 

bei PP2CA in Verbindung mit RCAR5, 7 und 14, da sich die enzymatische Aktivität in 

Kombination mit diesen Proteinen annähernd verdoppelte. Allerdings waren solche 

positiven Effekte, wenngleich die Verbesserung nur ca. ein Drittel der Gesamtaktivität 

betrug, auch bei ABI2 in Verknüpfung mit RCAR10 und 14 zu beobachten (vgl. 

2.2.1). Ein Erklärungsansatz hierfür wäre, dass die Bindung des RCAR Proteins an 

die hydrophobe Bindeseite der PP2C das aktive Zentrum des Enzyms stabilisiert und 

gleichzeigtig unspezifische Wechselwirkungen mit anderen Proteinen verhindert. Das 

in den Analysen verwendete synthetische Substrat MUP ist ein kleines Molekül und 

müsste nicht um die Bindestelle an den PP2Cs mit den RCARs konkurrieren wie es 

bei den Proteinkinasen der Fall ist (Fuchs et al. 2014). Ob es sich bei dieser 

Steigerung der enzymatischen Aktivität folglich um einen Effekt der in vitro Analysen 

handelte oder dieser Effekt auch in vivo beobachtet werden könnte bleibt unklar, da 

in vivo Analysen zu diesem Aspekt aufgrund des endogenen ABA-Gehalts der 

Organismen nicht möglich waren. 

 

Somit stellte sich die Frage nach dem Ausgangszustand der am Komplex beteiligten 

Komponenten. Ausgehend von den gemessenen Daten könnte man schlussfolgern, 

dass die RCARs welche einen Einfluss, sowohl negativ, als auch positiv, auf die 

Aktivität der PP2Cs besaßen als Monomere vorlagen (RCARs1-10, sowie 13 und 14) 

und nur diejenigen RCARs, welche die Proteinphosphatasen nicht beeinflussten 

(RCAR11 und 12) Dimere bildeten. Die dimeren RCAR-Proteine interagieren 

miteinander bis zur Bindung des ABA-Liganden, dieser induziert eine 

Konformationsänderung, welche die Monomerisierung gestattet; erst danach ist es 

dem RCAR Protein möglich an eine PP2C zu binden und sie zu inhibieren (Yin et al. 

2009). Die Einteilung der RCARs stimmt mit den in der Literatur als Monomere bzw. 

Dimere definierten Untergruppen überein (Dupeux et al. 2011b; Okamoto et al. 

2013), bis auf die Tatsache, dass RCAR14 in der Literatur ebenfalls als ein Dimer 

angesehen wird; da es aber in der Lage war alle PP2Cs positiv zu regulieren besteht 

die Möglichkeit, dass es, wie sein am nächsten verwandtes regulatorisches Protein 

RCAR13, nicht in einer mit RCAR11 bzw. 12 vergleichbaren dimeren Form 

vorkommt, sondern einen ähnlichen trans-dimeren Mechanismus folgt, wie er für 
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RCAR13 beschrieben wurde (Zhang et al. 2012). Dieser beruht darauf, dass das 

regulatorische Protein in einer Mischung aus cis- und trans-Homodimeren existiert, 

wobei die trans-Homodimere eine Interaktionsfläche für die PP2Cs exponieren, 

welche die Dissoziation des Dimers erleichtert (Zhang et al. 2012). Bei RCAR13 wird 

dieser trans-Zustand über die ABA-Bindung aktiviert. Im Fall von RCAR14 könnte die 

positive Regulation mit allen Proteinphosphatasen darauf schließen lassen, dass der 

trans-Übergangszustand stattdessen durch die Bindung einer PP2C erfolgte. 

 

Erstmals wurde in dieser Studie auch die ABA-Abhängigkeit aller 14 RCARs in vitro 

analysiert. Hierbei zeigte sich, dass der Großteil der RCARs in der Lage war die 

Proteinphosphataseaktivität bereits in einem Bereich um 30 nM auf mindestens 30% 

der Ausgangsaktivität zu inhibieren (vgl. 2.2.2) (Abbildung 3-9A). Eine Beobachtung, 

die sowohl durch Weng et al. 2016, als auch Okamoto et al. 2013 bestätigt wurde. 

Hierbei ist zu beachten, dass die Messungen von Okamoto et al. 2013 auf die 

Gesamtaktivität in Anwesenheit des RCARs normiert wurden, während bei den 

Daten dieser Studie eine Normierung auf den regulatorischen Bereich erfolgte 

(4.3.8). Eine identische Normierung der Messdaten hätte zur Folge, dass die Werte 

bei Okamoto et al. 2013 RCAR-abhängig noch etwas niedriger wären und sich mehr 

denen in dieser Arbeit gemessenen und bei Weng et al. 2016 veröffentlichten Daten 

angleichen würden. Dies ändert jedoch nichts an der Tendenz der IC50-Werte aus 

Abbildung 3-9A. Hierbei zeigte sich, dass die als Dimere definierten regulatorischen 

Proteine (RCAR11 und 12) stets erst bei etwas höheren Konzentrationen 

regulatorisch aktiv wurden. RCAR14 und RCAR13 regulierten die getesteten PP2Cs 

hingegen im gleichen Maße wie die als monomer definierten RCARs. Es verstärkt 

sich damit der bereits aus der ABA-unabhängigen Regulation gewonnene Eindruck, 

dass es sich bei diesem Protein funktionell eher um ein Monomer als ein Dimer zu 

handeln scheint und somit nicht nur RCAR13 sondern auch RCAR14 einen trans-

Übergangszustand besitzt, der die Monomerisierung der Dimere bei niedrigeren 

ABA-Konzentrationen gestattet (Zhang et al. 2012).  
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Abbildung 3-9: ABA-abhängige Regulation der Proteinphosphatasen ABI1, ABI2, HAB1 

und PP2CA 

(A) IC50-Werte der durch ABA-induzierten Inhibierung von ABI2 (2.2.2), ABI1 (Weng et al. 

2016) und HAB1 (Okamoto et al. 2013). Die Messungen wurden bei einer PP2C 

Konzentration von 50 nM und der doppelten Menge an RCAR durchgeführt; mit Ausnahme 

der Messungen von Weng et al. 2016, welche bei doppelten Proteinmengen durchgeführt 

wurden und deren IC50-Werte zum besseren Vergleich halbiert wurden. (B) 

Zusammenfassung der ABA-abhängigen Inhibition der PP2Cs bei 30 nM ABA mit allen 14 

RCARs. Die Matrix basiert auf der Auswertung der Daten aus Abbildung 2-5 und Abbildung 

2-7. Die 56 gemessenen Kombinationen wurden entsprechend ihrer ABA-induzierten 

inhibitorischen Wirkung in fünf Kategorien unterteilt. 4 

 

Weiterhin zeigte sich, dass einige wenige PP2C-RCAR Kombinationen, deutlich 

höhere ABA-Konzentrationen benötigten. Die diskriminierten Kombinationen waren 

hierbei unterschiedlich und gehörten keinen gemeinsamen Untergruppen an. Das 

gesamte in vitro zur Verfügung stehende Netzwerk aus 56 möglichen Kombinationen 

                                            
 
[1]2.2.2 
[2]Weng et al. 2016 
[3]Okamoto et al. 2013 
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zwischen PP2Cs und RCARs wurde in Abbildung 3-9B in verschiedenen 

inhibitorische Untergruppen eingeteilt. Es hat sich dabei gezeigt, dass 5% der 

Komplexe bereits bei der zur Verfügung stehenden sehr niedrigen ABA-

Konzentration von 30 nM die Aktivität der PP2Cs um über 80% reduzieren, während 

bei 72% der Komplexe die Inhibierung hierbei noch unter 40% lag. Die Kombination 

mit der PP2C war dabei entscheidend für die Effektivität des regulatorischen 

Proteins. RCAR1 stellte sich beispielsweise als ein besseres regulatorisches Protein 

für die Inhibierung der Aktivität von ABI1 und HAB1 im Vergleich zu PP2CA und ABI2 

dar. Vergleichbares wurde bereits in Szostkiewicz et al. 2010 beobachtet, hierbei 

wurde auch die unterschiedliche regulatorische Fähigkeit von RCAR3 aufgezeigt, 

welche durch diese Arbeit bestätigt wurde und aus Abbildung 3-9B hervorgeht. Die 

regulatorische Fähigkeit von RCAR3 hängt hierbei im großen Maß von der 

interagierenden PP2C ab.  

Auffällig war, dass 13% der getesteten Kombinationen eine besonders schlechte 

ABA-abhängige Regulation zeigten. Jede der getesteten Proteinphosphatasen besaß 

demnach mindestens ein und maximal drei RCARs durch die diese erst bei hohen 

ABA-Konzentrationen reguliert werden konnten. Dabei war überraschend, dass die 

RCARs und PP2Cs, welche diese Kombinationen bilden, willkürlich aufzutreten 

scheinen, mit Ausnahme von RCAR2, welches für drei der vier getesteten PP2Cs 

eine schlechte Regulation zeigte. Diese Kombinationen waren weder innerhalb der 

regulatorischen Proteine noch der Proteinphosphatasen mit den auf 

Sequenzhomologien basierenden Untergruppen in Einklang zu bringen. Zu erwarten 

wäre eher ein Schlüssel-Schloss-Konzept gewesen, bei dem von einer kleineren 

Anzahl an sehr spezifischen Wechselwirkungen ausgegangen werden könnte und 

jedes enzymatische Protein von einer bestimmten Komposition aus RCARs reguliert 

werden würde. Stattdessen zeigte sich eine hohe Redundanz innerhalb der 

gesamten RCAR-Familie mit einigen spezifischen Rezeptor-Korezeptor-Komplexen, 

die über eine erhöhte Resistenz gegenüber ABA verfügten. Es stellte sich daher die 

Frage, ob in diesen Kombinationen eine Art Feinabstimmung vorhanden ist. 

 

Eine Auffälligkeit innerhalb der in dieser Studie durchgeführten Analysen war, dass 

die Aktivitätsmessungen der Proteinphosphatasen meistens bei einer Konzentration 

von 50 nM PP2C und 100 nM RCAR lagen. Die Abschätzung der Konzentrationen 

erfolgte zwar optisch, doch wurde durch eine Titration das Verhältnis und die 
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enzymatische Aktivität der einzelnen Komponenten bestätigt (vgl. 2.1), insgesamt 

sind daher keine großen Abweichungen der jeweiligen Konzentrationen zu erwarten. 

Die grundlegende Annahme einer jeden Messung war die Bildung des 

heterotrimeren Komplexes in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:1:1 durch die 

Bindung eines RCARs und eines ABA-Moleküls an eine PP2C. Die theoretisch 

bestmögliche Konzentration des Liganden, um die enzymatische Aktivität um 50% zu 

inhibieren läge demnach bei 25 nM. Damit waren IC50-Werte in diesem Bereich bzw. 

darunter in praktischen Messungen eigentlich nicht möglich, wurden aber sowohl in 

dieser Arbeit als auch bei Weng et al. 2016 und Okamoto et al. 2013 gemessen. Die 

ABA-unabhängige Regulation der Proteinphosphatasen bietet eine Erklärung für 

diese Auffälligkeit. Wenn bereits ein Teil der PP2Cs in Abwesenheit von ABA durch 

die RCARs inhibiert wurde und dieser inhibierte Rezeptor-Korezeptor-Komplex nicht 

mehr in der Lage war einen Liganden zu binden so erklärt dies, warum eine 

niedrigere Konzentration des Liganden ausreichte um eine Reduktion der 

enzymatischen Aktivität der verbliebenen Proteinphosphatasen zu erreichen.  

 

Die beobachtete Inhibierung in Abwesenheit des Liganden bedeutet demnach, dass 

die Bindungstasche geschlossen sein muss, damit die inhibierende Interaktion des 

Serins mit dem katalytischen Zentrum der PP2C stattfinden kann und folglich keine 

Bindung eines Liganden mehr möglich ist. Das Paradebeispiel für diese Hypothese 

scheint RCAR4 zu sein, da es sich sowohl bei den in dieser Studie durchgeführten 

Messungen als auch bei Hao et al. 2011 als das Protein mit der stärksten ABA-

unabhängigen Regulation herauskristallisiert hat. Allerdings konnte in den in 

Abbildung 3-9B gezeigten Studien die ABA-Abhängigkeit von RCAR4 nachgewiesen 

werden. Auch wenn diese aufgrund der Tatsache, dass das Protein in der Lage ist 

den größten Teil der enzymatischen Aktivität der PP2Cs in Abwesenheit des 

Liganden zu regulieren bezweifelt wurde (Hao et al. 2011; Sun et al. 2012), zeigten 

diese Ergebnisse doch, dass für die Regulation der verbliebenen 

Proteinphosphataseaktivität ABA notwendig war. Diese Beobachtungen wurden von 

Li et al. 2015 bestätigt und hatten darüber hinaus gezeigt, dass die Anwesenheit von 

Fremdproteinen (hier: BSA) die Aktivität von RCAR4 beeinflusste und die Bindung 

von ABA an das Protein zu einer Erhöhung der Flexibilität der dreidimensionalen 

Struktur führte. Dies zeigte, dass neben den in 1.3 ausgeführten 

Konformationsänderungen von gate- und latch loop, die Bindung des Liganden zu 
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weiteren konformationellen Neuausrichtungen in der dreidimensionalen Struktur der 

regulatorischen Proteine führte, welche insbesondere die Bindungstasche betreffen. 

Diese durch Ligandenbindung induzierte Erhöhung der Flexibilität im Bereich der 

gesamten Bindungstasche und der Interaktionsfläche des PP2C-RCAR Komplexes 

konnte zum Teil auch bereits während dieser Arbeit bestätigt werden. Da die Bindung 

verschiedener Liganden ebenfalls gezeigt hatte, dass es sich bei der Ligandenhöhle 

um ein flexibles Konstrukt handelt und das neben den aus den Kristallstrukturen 

ersichtlichen und messbaren Konformationsunterschieden möglicherweise weitere 

Interaktionen entstehen die die Inhibition der PP2C unterstützen oder wie im Falle 

von HAB1 und RCAR7 verhindern. Letztendlich sind also nicht nur die direkt in der 

Interaktionsfläche befindlichen hochkonservierten Aminosäuren von Bedeutung, 

sondern ebenfalls die, welche das gesamte flexible Rückgrat der regulatorischen 

Proteine ausbilden. Eine Flexibilität die offenbar auch durch die Anwesenheit von 

anderen Proteinen beeinflusst werden kann (Li et al. 2015). 

Nimmt man die erhaltenen Erkenntnisse zusammen, dann ließe sich die Regulation 

der ABA-Signalkaskade in mehrere Ebenen unterteilen, diese wurden in Abbildung 

3-10 schematisch dargestellt. Eine Ebene bilden die dimeren RCARs, sie benötigen 

für eine Monomerisierung eine hohe ABA-Konzentration und werden daher erst in 

Anwesenheit großer Ligandenmengen aktiviert. Der Großteil der RCARs liegt 

dagegen in monomerer Form vor (Dupeux et al. 2011b). Hierbei würde für jedes der 

RCAR-Proteine ein spezifisches Gleichgewicht zwischen der offenen und der 

geschlossenen Konformation des gate loops existieren. Da es sich bei den 

regulatorischen Proteinen um hochflexible Konstrukte handelt kann dieses 

Gleichgewicht von außen beeinflusst werden (Li et al. 2015). Diese 

Mischpopulationen zweier Konformationen sind in der Lage den RCAR-PP2C 

Komplex zu bilden, wobei der Komplex mit der geschlossenen Form inaktiv ist und 

keinen Liganden binden kann, während die offene Form aktiv bleibt. Bei niedrigen 

ABA-Konzentrationen würden diese Rezeptor-Korezeptor-Komplexe aktiviert werden 

und die ABA-Signaltransduktionskaskade in Gang setzen. Die dann noch 

ungebundenen Proteinkinasen würden bei steigenden ABA-Konzentrationen durch 

die als Dimere vorliegenden RCARs inhibiert werden. Diejenigen PP2C-RCAR 

Kombinationen welche nur bei sehr hohen ABA-Konzentrationen zu inhibieren sind, 

könnten bei diesem Mechanismus von entscheidender Bedeutung sein und würden 

eine basale PP2C-Aktivität aufrechterhalten. Die inaktiven Komplexe könnten bei 



Diskussion 

124 
 

sinkenden ABA-Konzentrationen durch ein Signal aktiviert werden und somit für eine 

schnelle Inhibition der Proteinkinasen sorgen. 

 

Abbildung 3-10: Schematische Darstellung einer möglichen ABA-Signaltransduktion 

Modell einer zweistufigen ABA-abhängigen Signaltransduktion. Die RCARs liegen sowohl als 

Dimere, als auch als Monomere vor. Alle RCAR-Monomere bilden eine Mischpopulation aus 

RCARs mit geöffneten bzw. geschlossenen gate loop. Die monomeren RCARs bilden 

RCAR-PP2C Komplexe mit entweder aktiven oder inhibierten Proteinphosphatasen. Bei 

ABA-Konzentrationen unter 100 nM werden die RCAR-PP2C Komplexe durch Bildung des 

heterotrimeren Komplexes inaktiviert. Höhere ABA-Konzentrationen führen anschließend zur 

Monomerisierung der dimeren RCARs und zur Inhibierung der verbliebenen PP2Cs. Einige 

wenige Rezeptor-Korezeptor-Komplexe, die über eine erhöhte Resistenz gegenüber ABA 

verfügen, halten eine basale Proteinphosphataseaktivität aufrecht. Der ABA-unabhängig 

inhibierte RCAR-PP2C Komplex dient bei sinkenden ABA-Konzentrationen als 

Schnellantwort und wird über ein externes Signal aktiviert.   
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3.4. Prolylisomerisierung als regulatorischer Schalter 

 

Als Mitglieder der Bet v 1 Superfamilie besitzen die RCARs einen strukturell 

konservierten Bereich aus sieben β-Faltblattstrukturen und zwei flankierenden α-

Helices und sind kleine Eindomänenproteine die eine Reihe an konservierten 

aliphatischen und aromatischen Aminosäuren aufweisen. Ähnliches gilt für die 

Familie der FKBP-Proteine, deren Grundstruktur eine fünfsträngige β-Faltblattstruktur 

und eine kurze α-Helix bilden (Harrison and Stein 1990). Bei den FKBP-Proteinen 

handelt es sich um eine Klasse von Prolylisomerasen. Die 3D-Struktur der beiden 

Proteinklassen ist in Abbildung 3-11 (A und B) gezeigt. Der violett markierte Bereich 

des RCAR-Proteins zeigt hierbei eine große Ähnlichkeit mit der dreidimensionalen 

Grundstruktur, welche typisch für Vertreter der FKBP-Proteine ist.  

 

Es ist bereits bekannt, dass Prolinisomerisierungen als limitierende Schritte in der 

Proteinfaltung eine regulatorische Funktion in zellulären Prozessen ausüben (Schmid 

et al. 1991). Ein Beispiel hierfür bildet das Enzym Pin1, welches über die 

Isomerisierung von Phosphothreonin- oder Phosphoserin-Prolin-Bindungen eine 

regulatorische Funktion im Zellzyklus übernimmt (Lu et al. 2002; Yaffe et al. 1997).  

Es konnte mittels NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden, dass einige Proteine 

nach der Faltung als ein heterogenes Gemisch vorliegen, in welchem sowohl cis-, als 

auch trans-Proline vorhanden sind. Voraussetzung hierfür ist, dass die Proline in 

einem ungefalteten, flexiblen Bereich des Proteins vorliegen. Hierbei ist ein 

eindeutiger konformationeller Zustand für die vollständige Faltung eines Proteins 

nicht zwingend erforderlich. Eine derartige Heterogenität eines Proteins kann für 

dessen Funktion von entscheidender Bedeutung sein. Ein Beispiel hierfür bildet die  

Tyrosinkinase Itk, welche in einer cis- und einer trans-Konformation von Pro287 

vorliegt. Beide Isomere unterscheiden sich wesentlich in ihrer Aktivität (Andreotti 

2003; Brazin et al. 2002; Mallis et al. 2002).  

Allerdings können auch intramolekulare Wechselwirkungen durch die Ausbildung 

verschiedener Isomere wesentlich beeinflusst werden. Das Protein Crk (CT10 

Regulator of Kinase), gehört zu einer Familie von Adapterproteinen, welche eine 

wichtige Rolle bei der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen innerhalb einer 

Signaltransduktionskette spielen. Dieses Protein besteht aus einer Reihe von SH2 
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und SH3-Domänen (src- homology domains). In der C-terminalen SH3 Domäne 

wurde eine Prolinpeptidbindung (Gly237-Pro238) nachgewiesen. Die Isomerisierung 

dieser Peptidbindung dient als ein regulatorischer Schalter, welcher zu einer  

Neuausrichtung der benachbarten Aminosäuren führt. Durch diese Relokalisation 

einiger Aminosäuren, werden die Interaktionen der C-terminalen SH3 Domäne mit 

der N-terminalen SH2 Domäne wesentlich beeinflusst (Sarkar et al. 2007). 

 

Für die Untergruppe der Cyclophiline wurden neun Aminosäuren als wichtig für die 

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivität der Proteine beschrieben (Davis et al. 

2010; Ruan et al. 2011). Der Sequenzvergleich zwischen fünf Vertretern der 

Cyclophiline aus A. thaliana mit den in 2.5 untersuchten RCARs 1, 8 und 11 

(Abbildung 3-11C) zeigte zum einen, dass diese Aminosäuren auch innerhalb der 

PPIasen nicht konserviert vorliegen und zum anderen, dass alle drei RCAR-Proteine 

über ähnliche Aminosäuren an entsprechenden Stellen ihrer Sequenz verfügen. 

Hierbei besitzen vor allem die Proteine RCAR8 und RCAR11 eine hohe 

Vergleichbarkeit in ihrer Aminosäurekomposition. 
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Abbildung 3-11: Vergleich zwischen RCAR-Protein und den Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerasen 

Darstellung der dreidimensionalen Struktur von humanen FKBP12 (A) (Szep et al. 2009) und 

RCAR11 (B) (Weng et al. 2016). In blau sind die α-Helices, in rot die β-Faltblattstrukturen 

und in grau die random-coil-Bereiche der Proteine markiert. In (B) ist der zu FKBP12 

strukturell verwandte Bereich von RCAR11 violett umrandet. (C) Sequenzvergleich zwischen 

fünf Vertretern der Cyclophiline aus A. thaliana und drei Vertretern der RCAR-Familie. 

Gezeigt sind die neun Aminosäuren, welche von Davis et al. 2010 und Ruan et al. 2011 als 

wichtig für die Aktivität der Cyclophiline beschrieben wurden. Identische Aminosäuren 

zwischen Cyclophilinen und RCARs sind in grün, chemisch und strukturell vergleichbare 

Aminosäuren sind in gelb hervorgehoben. Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit 

dem Programm PyMOL basierend auf den PDBs: 2PPN und 5JO1. 
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Diese Aminosäuren in Cyclophilin sind die Grundlage für die Aktivität der Peptidyl-

Prolyl-cis/trans-Isomerasen. Das aktive Zentrum dieser Proteine umfasst eine Reihe 

hydrophober, aliphatischer und polarer Aminosäuren von denen jede zur 

Interaktionsoberfläche beiträgt. Wie bereits in 1.4.1 dargelegt besitzen 

Peptidbindungen an welchen die Aminosäure Prolin beteiligt ist partiellen 

Doppelbindungscharakter. Für eine erfolgreiche Isomerisierung einer solchen 

Bindung muss eine Aktivierungsenergie von etwa 80 kJ/mol aufgewendet werden. 

Durch die Platzierung in einer hydrophoben Umgebung, sowie der Ausbildung einer 

Wasserstoffbrückenbindung zum N-Atom der Peptidbindung kann der 

Einzelbindungscharakter dieser Bindung gefördert und die benötigte 

Aktivierungsenergie gesenkt werden. Auf diesen beiden Konzepten basiert das 

aktive Zentrum der PPIasen. In Abbildung 3-12A und B ist die Interaktionsoberfläche 

eines Vertreters der Cyclophiline und der FKBPs dargestellt. Bei beiden Proteinen ist 

die Oberfläche am aktiven Zentrum hervorgehoben. Die hydrophobe Bindungstasche 

an dieser Stelle generiert eine Umgebung, welche den PPIasen ihre katalytische 

Aktivität ermöglicht.  
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Abbildung 3-12: Vergleich der aktiven Zentren von humanen Cyclophilin und humanen 

FKBP12, sowie Vergleich mit RCAR11 

In (A) und (B) sind die Sekundärstrukturen von Cyclophilin (Ottiger et al. 1997) bzw. FKBP12 

(Szep et al. 2009) in grau dargestellt. Alle Aminosäuren, welche bei beiden Proteinen das 

aktive Zentrum bilden, wurden um die Oberflächendarstellung ergänzt. Die Ladungen der 

Aminosäuren sind in blau (positiv), rot (negativ) und grau (neutral) farbig hervorgehoben. In 

(C) ist die Oberflächenstruktur und deren Ladung von RCAR11 (Weng et al. 2016) gezeigt. 

Der violett markierte Bereich wurde vergrößert und in (D) analog zu (A) und (B) dargestellt. 

Die Darstellung der Proteinstrukturen erfolgte mit dem Programm PyMOL basierend auf den 

PDBs: 1OCA, 2PPN und 5JO1.  

 

Das grundlegende Prinzip der Proteinfaltung besteht darin hydrophobe Aminosäuren 

in den Kern der Proteine zu bringen und eine Oberfläche aus polaren Aminosäuren 

zu schaffen um eine möglichst kompakte dreidimensionale Struktur zu generieren. 

Hierbei müssen die polaren Anteile des Rückgrats der Proteine über die Bildung von 

Sekundärstrukturen (α-Helices und β-Faltblattstrukturen) kompensiert werden und 

tragen durch die Bildung intramolekularer Wasserstoffbrückenbindungen zur 
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Stabilität des Proteins bei (Park and Saven 2005; Rose et al. 1983). Die Oberfläche 

der Proteine ist also meist stark polar, wie man am Beispiel von RCAR11 erkennen 

kann (Abbildung 3-12C). Ein hydrophober Bereich auf der Oberfläche der Proteine ist 

daher selten und oft ein Anzeichen für einen Interaktionsbereich mit einem anderen 

Makromolekül. Einen derartigen Bereich bietet zum einen die Interaktionsfläche der 

regulatorischen Proteine mit den Proteinphosphatasen (vgl. 1.3). Allerdings konnte 

auf der Oberfläche des Proteins abseits der Interaktionsfläche ein weiterer 

hydrophober Bereich identifiziert werden (Abbildung 3-12D). 

 

Die Tatsache, dass die Konformationsänderung von einem cis- zu einem trans-Prolin 

einen zentralen Schritt der ABA-Bindung darstellt, war ein Hinweis darauf, dass eine 

Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomeraseaktivität einen regulatorischen Schritt in der ABA-

Signaltransduktion innehaben könnte. In Reis wurde bei Analysen des Cyclophilins 

OsCYP2, welches einen zentralen Bestandteil der Stressantwort auf Salz in Reis 

darstellt (Ruan et al. 2011), nachgewiesen, dass die Behandlung von Samen 

(Shanyou 10) mit ABA die Expression von OsCYP2 fördert. Ein Zusammenhang 

zwischen ABA und den Cyclophilinen in der Stressantwort scheint daher möglich. 

Die aufgeführten Homologien in der Sequenz und der Struktur der RCARs zu zwei 

verschiedenen Klassen von PPIasen, sowie die Entdeckung einer möglichen zweiten 

Bindestelle bzw. eines katalytischen Zentrums neben der PP2C-RCAR-

Interaktionsoberfläche ließen weiterhin die Möglichkeit erkennen, dass es sich bei 

den RCAR-Proteinen selbst um PPIasen handelt, welche diesen regulatorischen 

Schritt kontrollieren. Es wurde beschrieben, dass die RCARs sowohl in monomerer 

als auch in dimerer Form vorliegen (Dupeux et al. 2011a; Nishimura et al. 2010; 

Okamoto et al. 2013). Die regulatorische Wirkung der RCARs wurde stets nur für die 

monomere Form beschrieben. Erst die Bindung von ABA an die Dimere des 

regulatorischen Netzwerkes soll zu einer Veränderung der Interaktionsfläche und zur 

Monomerisierung der Proteine führen. Es wäre möglich, dass eine Prolylisomerase 

als regulatorischer Schalter dient um diesen entscheidenden Schritt zu regeln.  

 

Die Prolin-Sequenz aus RCAR wurde in einem Quintapeptid mit dem Fluorophor 2-

Aminobenzoyl und dem Fluoreszenzlöscher p-Nitroanilin versehen und die 

Isomerisierungsrate in Anwesenheit verschiedener RCARs getestet. Bei RCAR8 

zeigte sich eine leichte Beschleunigung der unkatalysierten Reaktion (Abbildung 
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2-31). Allerdings konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass diese Steigerung der 

apparenten Raten nicht mit der Menge an eingesetzten RCAR8 korreliert. Des 

Weiteren wäre selbst bei einer schlechten Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase eine 

Beschleunigung der apparenten Raten mind. um den Faktor 1,5 zwischen jedem der 

Konzentrationsschritte zu erwarten gewesen (Zoldak et al. 2009). Die Unterschiede 

zwischen den Messungen sind daher eher normalen Messschwankungen 

zuzuordnen. Ebenfalls die Ausweitung der Messungen um die RCARs 1 und 11, 

sowie die Ergänzung durch das Phytohormon ABA zeigten keine Verbesserung der 

apparenten Raten im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion (Abbildung 2-32). 

Obwohl bei allen Reaktionen, die Isomerisierungsrate in Anwesenheit von ABA 

schneller war, ist die Steigerung derselben nur marginal und kann nicht dahingehend 

ausgelegt werden, dass die Anwesenheit von ABA, die PPIase-Aktivität „aktiviert“. Es 

ist eher davon auszugehen, dass es sich um einen Zufall innerhalb normaler 

Messschwankungen handelt. 

Da das verwendete Peptid gegenüber dem natürlichen kleiner ist, hat es auch 

leichteren Zugang zum katalytischen Zentrum eines Enzyms. Es wäre demnach 

leichter zu isomerisieren als das übliche Substratprotein. Die Tatsache, dass in 

Abbildung 2-31 und Abbildung 2-32 keine wesentliche Beschleunigung der 

Isomerisierung beobachtet werden konnte belegt, dass es sich bei den drei 

getesteten RCARs um keine PPIasen handelt. Da diese drei RCARs jeweils einen 

Vetreter der drei Unterfamilien der RCAR-Proteine darstellen, ist davon auszugehen, 

dass es sich bei keinem der RCAR-Proteine um eine Prolylisomerase handelt. 

Dennoch bleibt bestehen, dass es sich bei der cis/trans-Isomerisierung von Prolin um 

einen zentralen Schritt der ABA-Bindung handelt, der über eine Peptidyl-Prolyl-

cis/trans-Isomerase katalysiert bzw. reguliert werden könnte. Aus den durchgeführten 

Experimenten geht lediglich hervor, dass diese Regulation nicht von den RCARs 

selbst ausgehen kann. 
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4. Material und Methoden 

4.1. Materialien 

4.1.1. Chemikalien 

 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Lösungsmittel wurden, sofern 

nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad p.A. von Carl Roth GmbH & Co. KG 

(Karlsruhe, Deutschland) und MBI Fermentas (St. Leon Roth) und Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH (München, Deutschland), bezogen.  

R-ABA wurde von Sigma-Aldrich oder von Loewen-Labratory (Kanada) bezogen. Die 

R-ABA Probe von A. Christmann wurde von Sigma-Aldrich bezogen und zusätzlich 

über eine Cyclobond I column an der HPLC gereinigt. Die ABA-Analogen wurden von 

Prof. Suzanne Abrahams (National Research Council of Canada) bezogen in DMSO 

aufgenommen und eine Stammlösung von 50 mM hergestellt. LA wurde von Prof. 

Rishikesh Bhalerao (Umeå Plant Science Centre) zur Verfügung gestellt und in 

Methanol gelöst (Endkonzentration 50 mM). Die Methylierung von LA wurde von A. 

Christmann durchgeführt und LA-methyliert anschließend in Methanol aufgenommen 

(Endkonzentration 50 mM). Die Derivate von LA wurden von der Firma AnalyticCon 

Discovery (Potsdam, Deutschland) aus Pflanzen extrahiert und in DMSO 

aufgenommen (Endkonzentration 50 mM). Für die Durchführung der Experimente 

lagen alle Liganden in den jeweiligen Messpuffern verdünnt vor.   

 

4.1.2. Geräte  

 

Tabelle 4-1: Verwendete Geräte 

Gerät Modell Firma 

Elektrophorese-Netzteil 
Electrophoresis Power Supply 
EP S 200/301/EV231 

Pharmacia Biotech 

Elektroporationssystem Eporator Eppendorf 
Gelelektrophorese E844 Consort 

Inkubator 
Innova 43R New Brunswick 
Thermoshaker Gerhardt 
WTC Binder 

Kippschüttler 
HulaMixer Invitrogen 
RotoShake Genie Scientific Industries 
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Magnetrührer 
HSC (Heating magnetic 
Stirrer) 

Velp Scientifica 

Stuart-VWR Bibby 
Mikroplattenleser Synergy 2 Biotek 
Mikrowelle MC-9287UR LG 
NanoDrop Photometer NanoPhotometer 7122 V1.4 Implen 

Peristaltikpumpe 
Peristaltic Pump P1 

Pharmacia Biotech 
 

REGLO ICC Ismatec 
pH Meter Multical pH 526 WTW 

Photometer 
Ultraspec 2000 UV/Visible 
Spectrophotometer 

Pharmacia Biotech 
 

SDS-PAGE System Mini Protean Tetra System BioRad 
Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow 
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf 
Ultraschall- 
Homogenisator 

Sonopuls Bandelin 

Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand 
Vortexer MS3 basic IKA 

Waage 
BP 3100 S Sartorius 
Handy Sartorius 

Zentrifuge 

Avanti J-25 Beckmann Coulter 
Typ 5424 Eppendorf 
Typ 5424C Eppendorf 
Typ 5424D Eppendorf 
Typ 5424R Eppendorf 
Universal 16 Hettich 

Fluoreszenzmessgerät 

Jasco-
Fluoreszenzspektrophotometer 
(FP-6500) 

Jasco 

Synergy 2 Plate Reader BioTek 
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand 
Wasserbad Julabo 7A  Julabo 
 

4.1.3. Software 

Alle in silico Analysen wurden mit folgenden Programmen und online zur Verfügung 

stehender Software durchgeführt. 

 

DNA-Sequenzen: 

o TAIR (https://www.arabidopsis.org/) 

o UniProt (http://www.uniprot.org/) 
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Vergleich Aminosäure- und DNA-Sequenzen: 

o BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

o Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

 

Dreidimensionale Strukturanalyse von Proteinen: 

o RCSB Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

o PyMOL (DeLanoScientific LLC) 

 

Erstellung phylogenetischer Bäume: 

o MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/) 

 

Erstellung chemischer Strukturen: 

o ChemSketch (ChemSketh ink.) 

 

Analyse der Messdaten: 

o Grafit 3.0 (Erithacus Software) 

o Origin 5.0 (OriginLab) 

 

4.1.4. Verwendete Bakterienstämme und ihre Kultivierung 

 

In dieser Arbeit wurden die folgenden Bakterienstämme verwendet: 

Tabelle 4-2: Verwendete Bakterienstämme 

Bakterienstamm Genotyp Resistenz Firma 

XL1Blue 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 sdR17 
supE44 relA1 lac [F`proAB 
lacIqZ∆M15 Tn10 (TetR)] 

Tetracyclin Stratagene 

DH5α 
F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) 
U169 recA1 endA1  
hsdR17(rk-,mk+) phoA 

keine Invitrogen 

BL21 (DE3) 
F- ompT hsdSB (rB

– mB
–) 

galcmrne131 (DE3) 
keine Promega 

M15 [pREP4] 
K12, NalS strS rifS thi- lac- ara- 
gal+ mtl-, F- recA+ uvr+ lon+ 
[pREP4 KanR] 

Kanamycin Quiagen 

Rosetta (DE3) 
pLysS 

F– ompT hsdSB (rB
– mB

–) galdcm 
(DE3) pLysSRARE2 (CamR) 

Chloramphenicol Novagen 
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Die Bakterienstämme XL1Blue und DH5α wurden für die Expression von Plasmid-

DNA verwendet. Die anderen Bakterienstämme und ebenfalls XL1Blue dienten zur 

Expression von Proteinen. Die Kultivierung erfolgte in LB- oder TB-Medium bzw. auf 

LB-Agarplatten im Inkubator bei 37 °C. Flüssigkulturen wurden bei 200 rpm 

geschüttelt.  

 

LB-Medium   TB-Medium  

10 g/l Trypton  12 g/l Trypton 

5 g/l Hefeextrakt  24 g/l Hefeextrakt 

10 g/l NaCl  4 ml/l 87%Glycerin 

15 g/l Agar (Festmedium) 100 ml/l 10 x P-puffer 

pH = 7,0     

   10 x P-puffer  

   94 g/l K2HPO4 

   22 g/l KH2PO4 

 

Die Nährmedien und der 10 x P-puffer wurden separat autoklaviert. Anschließend 

wurde der 10 x P-puffer dem TB-Medium hinzugefügt. Zur Selektion auf 

entsprechende Plasmide wurden den Medien Antibiotika gemäß Tabelle 4-4 

zugesetzt. Die verwendeten Antibiotika-Stammlösungen wurden in Tabelle 4-3 

zusammengefasst.   

 

Tabelle 4-3: Antibiotika-Stammlösungen und Endkonzentration im Nährmedium 

Antibiotikum Stammlösung (mg/ml) Endkonzentration (µl/ml) 

Ampicillin 200, in H2O 100 

Kanamycin 100, in H2O 25 

Chloramphenicol 68, in 100% EtOH 34 

 

4.1.5. Plasmide und Vektoren 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte sind in Tabelle 4-4 aufgeführt. Sie sind 

entsprechend der Stammsammlung des Lehrstuhls Botanik nummeriert und 

bei -80 °C gelagert. 
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4.2. Molekularbiologische Methoden 

 

4.2.1. Herstellung kompetenter Zellen 

 

4.2.1.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen 

 

Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden die entsprechenden E. coli 

Stämme in einer Kultur von 250 ml (Medium A) unter Schütteln im Inkubator kultiviert 

(18 °C, 200 rpm), bei einer OD600 von 0,6 – 0,8 10 min auf Eis abgekühlt und 

anschließend durch Zentrifugation (15 min, 2500 g, 4 °C) geerntet. Das Pellet wurde 

in eiskalten T-Medium (80 ml) aufgenommen und mit 0,7 ml DMSO versetzt. Nach 10 

minütiger Inkubation auf Eis konnten die Zellen aliquotiert (200 µl) und in flüssigen 

Stickstoff schockgefroren werden. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die 

Lagerung der Zellen bei -80 °C.  

 

Medium A   T-Medium  

20 g/l Trypton  10 mM PIPES, pH 6,4 

5 g/l Hefeextrakt  55 mM MnCl2 

10 mM NaCl  15 mM CaCl2 

2,5 mM KCl 250 mM KCl 

10 mM MgCl2    

10 mM MgSO4    

 

4.2.1.2. Herstellung elektrokompetenter Zellen 

 

Bei der Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde der entsprechende E. coli 

Stamm in 500 ml LB-Medium bis zu einer OD600 von 0,5 bis 0,8 bei 37 °C kultiviert. 

Nach einer 10 minütigen Inkubation auf Eis konnte das Medium durch Zentrifugation 

abgetrennt werden (10 min, 5000 rpm, 4 °C). Die Zellen wurden im Anschluss 

zweimal mit 500 ml kalten mQ H2O gewaschen und das Wasser nach jedem 

Waschschritt durch Zentrifugation abgetrennt (10 min, 5000 rpm, 4 °C). Nach 
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Aufnahme des Zellpellets in 20 ml 10% (v/v) Glycerol aufgenommen wurde analog zu 

den bisherigen Zentrifugationen wiederum pelletiert. Abschließend konnten die 

Zellen in 3 ml 10% (v/v) Glycerol resuspendiert und in Aliquots von je 200 µl in 

flüssigen Stickstoff schockgefroren werden. Bis zur weiteren Verwendung wurden die 

kompetenten Zellen bei -80 °C gelagert. 

 

4.2.2. Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA 

 

4.2.2.1. Transformation chemisch kompetenter Zellen 

 

Die bei -80 °C gelagerten chemisch kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut 

und mit 10 µl der Plasmid-DNA-Lösung (50-200 ng DNA) versetzt. Nach einer 30 

minütigen Inkubation des Ansatzes auf Eis erfolgte ein Hitzeschock für 60 s bei 42 °C 

im Wasserbad. Anschließend wurden die Zellen für 5 min auf Eis abgekühlt und 

danach mit 400 µl LB-Medium versetzt. Nach einer 1,5-stündigen Inkubation bei 

37 °C unter Schütteln im Thermomixer wurde die Zelllösung auf LB-Platten, die mit 

dem entsprechenden Antibiotika versetzt waren, ausplattiert und über Nacht bei 

37 °C inkubiert.  

 

4.2.2.2. Transformation elektrokompetenter Zellen 

 

Analog zu den chemisch kompetenten Zellen tauten die elektrokompetenten Zellen 

auf Eis auf. Die Transformation wurden etwa 200 ng Plasmid-DNA in einem Volumen 

von 5 µl mQ H2O in einer in Eis gekühlten Elektroporationsküvette vorgelegt. Der 

Abstand der Küvettenelektroden betrug 0,2 cm. Nach Vermischen der DNA mit 40 µl 

Zellsuspension erfolgte die Elektroporation (U = 2000 V; C = 25 µF; R = 700 Ω; t 

=17,5 ms). Im Anschluss wurde den Zellen 1 ml LB-Medium zugegeben und diese in 

ein Reaktionsgefäß überführt. Abschließend wurde, analog zu den chemisch 

kompetenten Zellen, für 1,5 Stunden bei 37 °C unter Schütteln im Thermomixer 

inkubiert und die Zelllösung danach auf, mit dem entsprechenden Antibiotika 

versehenen, LB-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
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4.2.3. Plasmid-Präparation 

 

4.2.3.1. Plasmid Mini Präparation 

 

Die Plasmid Mini Präparation wurde mit Hilfe des Kits „Plasmid DNA purification“ der 

Firma Macherey-Nagel durchgeführt. Die Durchführung erfolgte gemäß den 

Herstellerangaben. Die Konzentrationsbestimmung der gereinigten Plasmid-DNA 

erfolgte photometrisch über Messung der Absorption bei 280 nm und 260 nm an 

einem Nanophotometer (Serva).  

 

4.2.3.2. Plasmid Midi Präparation 

 

Zum Erhalt größerer Mengen an Plasmid DNA wurde das JETSTAR Midiprep Kit der 

Firma Genomed verwendet. Die Durchführung erfolgte gemäß den 

Herstellerangaben. Nach Aufnahme der gereinigten DNA in mQ H2O wurde die 

Konzentration analog zu 4.2.3.1 am Nanophotometer (Serva) bestimmt. 

 

4.3. Proteinbiochemische Methoden 

 

4.3.1. Rekombinante Proteinexpression in E. coli 

 

Für die Expression rekombinanter Proteine wurden über Nacht Vorkulturen mit 

mehreren Einzelkolonien von frisch mit den entsprechenden Plasmid transformierten 

Zellen bzw. mit 5 µl der jeweiligen Glycerinkultur des gewünschten Proteins in 50 ml 

LB- oder TB-Medium hergestellt und bei 37 °C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert. 

Die Medien wurden zuvor mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt. Die 

Proteinexpression erfolgte in einer Hauptkultur von 400 ml (1l Erlenmeyerkolben) 

bzw. 2l (5l Erlenmeyerkolben), die mit 5 bzw. 20 ml der Vorkultur versetzt und bei 

37°C unter Schütteln (200 rpm) inkubiert wurde. Nach dem Erreichen einer OD600 

von 0,6-0,8 (LB-Medium) bzw. 1-1,4 (TB-Medium) wurde die Proteinexpression 

induziert. Die Induktion erfolgte hierbei entweder mit IPTG in einer Endkonzentration 

von 0,5 mM (LB-Medium) bzw. 1 mM (TB-Medium) oder mit einer Laktoselösung 
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Endkonzentration von 0,5% (LB-Medium) bzw. 1% (TB-Medium). Bei einer Induktion 

mit Laktose wurde eine entsprechende Laktoselösung (30% (w/v) Lactose) frisch 

hergestellt. Die Lactoselösung wurde mehrmals in der Mikrowelle erhitzt und 

zwischendurch regelmäßig geschwenkt bis alle Festbestandteile gelöst waren. 

Anschließend wurde das durch das Erhitzen verloren gegangene mQ H2O wieder 

aufgefüllt. Vor Verwendung wurde die Lösung auf RT temperiert. 

Proteinexpressionen bei 18 °C wurden vor der Induktion für 30 min auf Eis inkubiert. 

Die Bedingungen der jeweiligen Expressionen sind Tabelle 4-4 zu entnehmen.  

 

Tabelle 4-4: Zur Proteinexpression verwendete Konstrukte und Expressions-

bedingungen 

 

Protein Stamm Plasmid Resistenz Induktion Expression Strainlist 

RCAR1 BL21 (DE3) pQE30 Amp IPTG 20h, 18 °C 1136 

RCAR2 BL21 (DE3) pET21a(+) Amp, Cam Lactose 20h, 18 °C 2772 

RCAR3 BL21 (DE3) pQE30 Amp IPTG 20h, 18 °C 1168 

RCAR4 BL21 (DE3) pET21a(+) Amp IPTG 20h, 18 °C 7742 

RCAR5 BL21 (DE3) pET24a(+) Kan IPTG 20h, 18 °C 2852 

RCAR6 Rosetta pLYS pET24a(+) Kan IPTG 4h, 37 °C 2880 

RCAR7 XL1Blue pQE70 Amp, Kan IPTG 20h, 18 °C 3933 

RCAR8 M15 pREP4 pQE70 Amp, Kan IPTG 4h, 37 °C 2258 

RCAR9 M15 pREP4 pQE70 Amp, Kan IPTG 20h, 18 °C 2417 

RCAR10 M15 pREP4 pQE70 Amp, Kan IPTG 4h, 37 °C 2413 

RCAR11 M15 pREP4 pQE70 Amp, Kan IPTG 4h, 37 °C 2258 

RCAR12 Rosetta pLYS pET21a(+) Amp, Cam IPTG 4h, 37 °C 2773 

RCAR13 Rosetta pLYS pET24a(+) Kan, Cam IPTG 4h, 37 °C 2881 

RCAR14 Rosetta pLYS pET24a(+) Kan, Cam IPTG 4h, 37 °C 2882 

ABI1 M15 pREP4 pQE70 Amp IPTG 2,5h, 37 °C 2158 

ABI2 Rosetta pLYS pQE70 Amp, Cam IPTG 2,5h, 37 °C 2023 

HAB1 Rosetta pLYS pQE70 Amp, Cam IPTG 2,5h, 37 °C 4338 

PP2CA Rosetta pLYS pET21a(+) Amp, Cam IPTG 2,5h, 37 °C 2729 

MpABI1 BL21 (DE3) pET28b(+) Kan IPTG 2,5h, 37 °C 6672 
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Nach Beendigung der in Tabelle 4-4 angegebenen Expressionsdauer wurden die 

Zellen durch Zentrifugation (17.000 g, 15 min, 4 °C) geerntet und die Zellpellets in 

1 ml Lysepuffer bzw. LEW-Puffer je Gramm Zellen aufgenommen und in ein 50 ml 

Falcon überführt. Ausschlaggebend für die Wahl des Puffers war hierbei ob die 

Proteinisolation nach 4.3.3.1 oder 4.3.3.2 durchgeführt wurde. Bis zur weiteren 

Verwendung wurden die Zellen bei -80 °C gelagert.  

 

IPTG Stammlösung  Lysepuffer  

1 M IPTG, in H2O  100 mM Tris/HCl 

sterilfiltriert  100 mM NaCl 

Lagerung  -20 °C  pH = 7,9   

    

Laktoselösung  LEW-Puffer  

30% (w/v) Laktose  50 mM NaH2PO4 

   300 mM NaCl 

   pH = 8,0   

 

4.3.2. Zellaufschluss 

 

Vor dem Zellaufschluss wurden die gefrorenen Zellpellets in den 50 ml Falcons für 

fünf Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die E. coli-

Zellen am Sonoplus Homogenisator GM2070 zweimal für je eine Minute mit 9 Zyklen 

bei 100% der Ultraschallstärke aufgeschlossen. Anschließend wurde der Vorgang 

zweimal für je 35 Sekunden bei gleichen Bedingungen wiederholt. Zwischen den vier 

Ultraschallbehandlungen wurden die Zellen jeweils mit Hilfe eines Vortexers 

vermischt und für mindestens drei Minuten auf Eis inkubiert.  

 

 

 

MpRCAR1 BL21 (DE3) pET28b(+) Kan IPTG 2,5h, 37 °C 6671 

MpRCAR2 BL21 (DE3) pET28b(+) Kan IPTG 20h, 18 °C 6670 



Material und Methoden 

141 
 

4.3.3. Proteinaufreinigung  

 

Die Zellsuspension aus 4.3.2 wurde 45 Minuten bei 25.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde gesammelt und noch in der Lösung vorhandene 

unlösliche Partikel wurden über einen 0,45 µm Staubfilter abgetrennt. Alle Proteine 

besaßen zur Reinigung am C-terminalen Ende ein Hexahistidin-Tag. Durch diesen 

His-Tag konnten die Proteine über Affinitätschromatographie gereinigt werden. 

 

4.3.3.1. Reinigung via Nickel-TED Säulen 

 

Die Reinigung der mit Hexahistidin versehenen Proteine erfolgte mittels des Kits 

“Protino-Purification of His-tag proteins“ von Macherey-Nagel über „Protino® Ni-TED“ 

Säulen. Hierbei wurden nach dem Prinzip der immobilisierten Metallionen-

Affinitätschromatographie (IMAC), die mit einem His-Tag versehenen Proteine von 

den endogenen E. coli Proteinen abgetrennt. Die „Protino® Ni-TED“ ist eine auf 

Silikat basierende Säule mit geladenen Ni2+-Ionen. Die Bindung basiert auf der 

Interaktion der Stickstoffatome der Seitenketten des Hexahistidin-Tags mit den 

immobilisierten Ni2+-Ionen. Hierbei werden fünf der sechs verfügbaren Koordinations-

stellen des Nickelions über den Chelator Triscarboxymethylethylendiamin (TED) 

besetzt, während die freie sechste Bindestelle des Ni2+-Ions für die Proteinbindung 

verantwortlich ist. 

 

Puffer A  Puffer B 

50 mM NaH2PO4  50 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl  300 mM NaCl 

pH = 8,0   250 mM Imidazol 

  pH = 8,0   

 

Die Säulen wurden zunächst mit 4 ml Puffer A äquilibriert und danach mit dem Lysat 

beladen. Der Durchbruch wurde zur Erhöhung der Proteinausbeute ein weiteres Mal 

auf die Säule aufgetragen, bevor diese zweimal mit je 4 ml Puffer A gewaschen 

wurden. Das gebundene Protein wurde anschließend durch Zugabe von 5 ml Puffer 

B eluiert. Hierbei wurden die ersten 0,5 ml verworfen (Totvolumen der Säule) und 
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das übrige Volumen in zwei Fraktionen getrennt. Die Säule wurde abschließend mit 

4 ml Puffer A gewaschen und in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. 

 

4.3.3.2. Reinigung via HisTrap FF crude Säulen 

 

Für die Reinigung der Proteine über eine „HisTrap FF Crude“ Säule (GE Healthcare) 

wurde eine Peristaltikpumpe (REGLO ICC, Ismatec) verwendet. Vor dem Beginn der 

Reinigung wurde der Überstand aus 4.3.2 zunächst mit Puffer B versetzt 

(Endkonzentration Imidazol = 20 mM), anschließend wurden vorhandene unlösliche 

Partikel über einen 0,45 µm Staubfilter abgetrennt. Nach Äquilibrierung der HisTrap 

FF Crude Säule mit dem Fünffachen Säulenvolumina (5 cV) mit Waschpuffer (96:4 

(v/v) Puffer A:Puffer B) bei einer Flussrate von 1 ml/min wurde die Proteinlösung 

anschließend mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,4 ml/min auf die Säule 

aufgetragen. Die Bindung des rekombinanten Proteins basiert auf demselben Prinzip 

wie bei den Nickel-TED Säulen (vgl. 4.3.3.1). Nachdem durch Waschen mit 10 cV 

Waschpuffer (96:4 (v/v) Puffer A:Puffer B) nichtbindende Proteine entfernt wurden 

(Flussrate 0,4 ml/min), wurde das rekombinante Protein in 5 cV Elutionspuffer (50:50 

(v/v) Puffer A:Puffer B) eluiert (Flussrate 0,4 ml/min).  

 

Die verwendeten Säulen wurden anschließend, abhängig von der Menge an 

aufgetragener Proteinlösung, regeneriert. Bei einem Auftrag von 40 cV Proteinlösung 

wurde eine einfache Regeneration mit 5 cV Regenerationspuffer und 10 cV mQ H2O 

durchgeführt. Die Verwendung größerer Volumina an Proteinlösung führten zu 

stärkeren Verunreinigungen der Säulen, diese wurden daher mit 5 cV EDTA-Lösung 

(Endkonzentration 100 mM) und 5 cV Regenerationspuffer gewaschen. 

Anschließend wurden die Säulen mit 5 cV mQ H2O gespült und mit 2 cV 0,1 M NiSO4 

regeneriert. Nach einem abschließenden Waschschritt mit 10 cV mQ H2O wurden die 

Säulen in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. Alle Reinigungsschritte erfolgten bei einer 

Flussrate von 1 ml/min.  
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Puffer A  Puffer B 

100 mM Tris/HCL  100 mM Tris/HCL 

100 mM NaCl  100 mM NaCl 

pH = 7,9   500 mM Imidazol 

  pH = 7,9   

Regenerationspuffer    

100 mM Tris/HCL    

100 mM NaCl    

500 mM Imidazol    

6 M GdmCl    

pH = 7,9      

 

4.3.4. Dialyse 

 

Mittels Dialyse wurden niedermolekulare Substanzen aus der Proteinlösung entfernt. 

Die Dialyse der Proteinlösungen aus 4.3.3 erfolgte in Dialysekammern (hergestellt 

am Lehrstuhl von J. Reischenbeck) unter Verwendung von Dialysemembranen 

(VISKING® dialysis tubing Durchmesser = 16 mm, Molekulargewichtsausschluss-

grenze = 12-14 kDa). Die Präparation der Membranen erfolgte nach dem Protokoll 

der Firma VISKING. Insgesamt wurden die Proteinlösungen zweimal für mindestens 

vier Stunden oder über Nacht gegen das 100-fache Volumen an Dialysepuffer bei 

4 °C unter leichtem Rühren dialysiert. Die Proteine wurden anschließend mit Glycerin 

versetzt (Endkonzentration 10% (v/v)), aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. 

 

Dialysepuffer   

100 mM Tris/HCL    

100 mM NaCl    

1 mM DTT   

pH = 7,9    
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4.3.5. Protein-Konzentrierung 

 

Bei Proteinlösungen deren Konzentration zu gering war wurde der A280-Wert der 

Lösung am Nanophotometer bestimmt und diese anschließend mittels eines 

Konzentrators (Millipore Amicon® Ultra, 10.000 MWCO) eingeengt. Hierbei wurde 

das Volumen der Lösung in mehreren Zentrifugationsschritten (10-30 Minuten, 

14.000 g, 4 °C) verringert. Nach Abschluss der Protein-Konzentrierung wurde das 

filter device invers in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die konzentrierte 

Lösung durch Zentrifugation (2 Minuten, 1.000 g, 4 °C) in dieses transferiert. Die 

Konzentration wurde anschließend über das Verhältnis der A280-Werte vor Beginn 

und nach Ende der Konzentrierung bestimmt.  

 

4.3.6. TCA-Präzipitation von Proteinlösungen 

 

Mittels 10% (w/v) Trichloressigsäure (TCA) wurden Proteinlösungen präzipitiert. 

Hierbei wurde die Probe mit dem Fünffachen Volumina an eiskalter TCA-Lösung 

versetzt und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das ausgefällte 

Protein durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 14.000 g, RT) und der Überstand 

verworfen. Dieser Vorgang wurde danach ein weiteres Mal mit 10% (w/v) TCA und 

zweimal mit 90% (v/v) Aceton (-20 °C) wiederholt. Abschließend wurde das Pellet für 

15 Minuten bei RT an der Luft getrocknet.  

 

4.3.7. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Die SDS-PAGE wurde benutzt, um Proteine mit einem Molekulargewicht von mehr 

als 5 kDa zu trennen. Als Folgeion wurde Glycin verwendet. Die SDS-Polyacrylamid-

Gele bestanden aus einem 4%igen Sammelgel und einem 15 %igen Trenngel. Die 

Lösung des Trenngels wurde wie unten aufgeführt hergestellt und die Polymerisation 

durch Zugabe von TEMED und APS gestartet. Anschließend wurden die gegossenen 

Gele mit Isopropanol überschichtet. Nach Abschluss der Polymerisation (ca. 45 min) 

wurde das Isopropanol entfernt und die Gele mit mQ H2O gespült. Im Anschluss 

wurde mit der Lösung des Sammelgels analog zum Trenngel verfahren und die 



Material und Methoden 

145 
 

Trenngele mit der Sammelgellösung überschichtet. Nach Einsetzen der Kämme 

(zehn oder 15 Zähne) und einer weiteren Polymerisation (ca. 45 min) konnten die 

fertigen Gele verwendet werden. 

Die zu analysierenden Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer (6x) versetzt, zur 

Denaturierung 10 min lang bei 95 °C inkubiert und anschließend kurz zentrifugiert 

(30 s, 14.000 g, RT). Die Elektrophorese erfolgte in einer BIORAD-Elektrophorese-

Apparatur bei einer Stromspannung von 200 V und einer Stromstärke von 120 mA für 

60 Minuten. Zum Probenauftrag wurde je Probe ein Volumen von 5-10 µl, abhängig 

von der Größe der Probentaschen verwendet.  

 

 15% Trenngel 4% Sammelgel 

Acrylamidlösung 5 ml 390 µl 

mQ H2O 2,3 ml 2,3 ml 

Trenngelpuffer 2,5 ml - 

Sammelgelpuffer - 255 µl 

10% SDS 100 µl 30 µl 

TEMED 5µl 3 µl 

APS 50 µl 15 µl 
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Acrylamidlösung  Sammelgelpuffer 

30% (w/v) Acrylamid  1,5 M Tris/HCl 

0,8% (w/v) Bisacrylamid  pH = 6,8  

     

TEMED   Trenngelpuffer 

unverdünntes Tetramethylethylendiamin  2 M Tris/HCl 

   pH = 8,8  

APS     

10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat Elektrodenpuffer 

   25 mM Tris 

SDS-Probenpuffer (6x)  192 mM Glycin 

0,3 M Tris/HCl  0,1% (w/v) SDS 

10% (w/v) SDS  pH = 6,8  

30% (v/v) Glycerol    

0,1% (w/v) Bromphenolblau  

100 mM DTT   

pH = 6,8    

     

Größenstandards    

PageRuler™ Prestained Protein Ladder   

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus  

 

4.3.8. Coomasie-Färbung 

 

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und das Acrylamidgel in 

die Färbelösung gegeben. Anschließend wurde das Gel für 1,5 Minuten in der 

Mikrowelle bei 450 Watt erhitzt und danach auf dem Kippschüttler für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Färbelösung entfernt und 

das Gel mehrmals mit Wasser gewaschen um Rückstände der Lösung zu beseitigen. 

Zur Entfärbung wurde das Trenngel in der Entfärbelösung bedeckt und für 3,5 

Minuten in der Mikrowelle bei 450 Watt erhitzt und für eine Stunde auf dem 

Kippschüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei wurde der Lösung ein 

Papiertuch hinzugefügt, um den in der Entfärbelösung gelösten Farbstoff zu binden. 

Die SDS-Gele mit sichtbaren Proteinbanden wurden anschließend in VE-Wasser 
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gelagert und an der Gel-Dokumentationsstation fotografiert. Die Bestimmung der 

Proteinkonzentration erfolgte über einen Standard aus BSA-Lösungen mit definierten 

Konzentrationen (Ramagli and Rodriguez 1985). 

 

Färbelösung  Entfärbelösung 

25% (v/v) Isopropanol  10% (v/v) Essigsäure 

10% (v/v) Essigsäure    

0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250  

 

4.3.9. Proteinphosphatase-Aktivitätstest 

 

Die enzymatische Aktivität und Regulation der Proteinphosphatasen wurde mit Hilfe 

des Substrates Methylumbelliferylphosphat bestimmt (Meinhard and Grill 2001). 

Hierbei wurde die Phosphatgruppe von MUP durch die eingesetzten Enzyme 

abgespalten. Diese Dephosphorylierung wurde anhand der Änderung der 

Fluoreszenz des Substrates nach Anregung bei einer Wellenlänge von 360 nm bei 

460 nm mit Hilfe eines Mikroplattenlesers (Synergy 2, Biotek) verfolgt. Die Intensität 

des Signals nahm hierbei proportional zur Konzentration des entstehenden 

4-Methylumbelliferons zu. Die Messung folgte einer Michaelis-Menten-Kinetik und 

wurde über einen Zeitraum von insgesamt 20 min gemessen. Durch das im großen 

Überschuss eingesetzte Substrat wurde in diesem Zeitraum der lineare Anteil der 

Kinetik verfolgt. Die Intensität des Fluorophors wurde in „Relative Fluorescence 

Units“ (RFU) gemessen. Die Steigung der Gerade entsprach der Aktivität des 

eingesetzten Enzyms und wurde mit Hilfe der Software „Gen 5.105“ von Biotek 

bestimmt und in mRFU/min angegeben.  

 

Für die Durchführung des Proteinphosphatase-Aktivitätstests wurde zunächst eine 

Proteinlösung angesetzt, welche die Proteinphosphatase und den entsprechenden 

Reaktionspartner enthielt. Da die MnCl2-Lösung leicht oxidiert, wurde die 

Stammlösung täglich frisch hergestellt. Diese Enzymlösung wurde für 10 min bei 

35 °C unter Schütteln inkubiert, damit sich ein möglicher RCAR-PP2C-Komplex 

ausbilden konnte. Danach wurde die Lösung mit einer entsprechenden Konzentration 

an ABA bzw. einem alternativen Liganden versetzt und für weitere 10 min bei 35 °C 

unter Schütteln inkubiert. In dieser Zeit wurde die Substratlösung vorbereitet und für 
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5 min bei 35 °C unter Schütteln inkubiert. Nach Abschluss der Präinkubation wurden 

je 40 µl der Substratlösung in einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Anschließend 

wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von jeweils 40 µl Proteinlösung 

gestartet. Die Messung der Proteinphosphataseaktivität erfolgte für 20 Minuten in 30 

Sekunden-Intervallen bei 30 °C. Während Proteinlösungen mit RCARs nach 

Gebrauch wieder bei -20 °C gelagert werden konnten, wurden PP2C-haltige 

Lösungen nach einmaligen Auftauen vollständig verbraucht bzw. nach Gebrauch 

verworfen. 

 

Stammlösungen  Enzymlösung 

1 M MnCl2 x 4 H2O  25 µl 8 x Puffer 

5 M NaCl  3 µl 20 mM MnCl2 

0,1 M MUP  x µl PP2C 

1 M DTT  x µl RCAR 

1 M Tris/HCl  20 µl ABA bzw. Ligand 

pH = 7,9   Zugabe von mQ H2O 

   Endvolumen 200 µl 

8 x Puffer     

1 ml 1 M Tris/HCl (pH = 7,9) Substratlösung 

0,2 ml 5 M NaCl  100 µl 1 M Tris/HCl (pH = 7,9) 

50 µl 1 M DTT  50 µl 0,1 M MUP 

   20 µl 5 M NaCl 

   15 µl 20 mM MnCl2 

   815 µl mQ H2O 

 

4.3.10. Isomerisierung des Peptids Abz-SGLPA-pNa 

 

Zur Untersuchung ob die RCAR-Proteine über eine Prolylisomeraseaktivität 

verfügen, wurde ein Peptid (Aminobenzoyl-Ser-Gly-Leu-Pro-Ala-p-Nitroanilin) der 

Firma Bachem als Substrat benutzt. Hierbei wurde die Zunahme der Fluoreszenz von 

Aminobenzoyl gemessen, welche durch p-Nitroanilin, bei cis-Konformation des 

Peptids, gequencht wurde (Zoldak et al. 2009). Durch 100-fache Verdünnung des 

Peptids in dem Messpuffer wurde die cis/trans-Isomerisierung initiiert und der 

zeitliche Verlauf der Zunahme der Fluoreszenz verfolgt. Die Peptidkonzentration 
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betrug 2,5 µM und es wurden entsprechende Konzentrationen an RCAR Proteinen 

vorgelegt. Die zu untersuchenden Proteine wurden jeweils vor Zugabe des Peptids 

für mindestens 3 min lang in einer Fluoreszenzküvette unter Rühren inkubiert. Die 

cis/trans-Isomerisierung des Peptids wurde über die Zunahme der Fluoreszenz bei 

416 nm (Emissionsbandbreite: 5 nm) nach Anregung bei 316 nm (Bandbreite: 3 nm)  

mit der Sensitivität medium an einem Fluoreszenzspektrophotometer (FP-6500) der 

Firma Jasco verfolgt. Die Messwerte wurden um die Fluoreszenz des Puffers und der 

Proteine korrigiert und der Fluoreszenzverlauf der cis/trans-Isomerisierung des 

Peptids mit Hilfe einer monoexponentiellen Funktion angeglichen und die apparenten 

Raten bestimmt. 

 

y(t) = y0 + t)kexp(A
n

0i
ii 



  

y(t) Fluoreszenzsignal zur Zeit t 

y0 Fluoreszenzsignal zur Zeit t = 0 s 

Ai Amplitude der Signaländerung 

ki Rate der Signaländerung (in s-1) 

 

 

Messpuffer  Peptidlösung 

100 mM Tris/HCL  250 µM Abz-SGLPA-pNa 

100 mM NaCl  in 0,55 M LiCl/TFE 

pH = 7,9    
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5. Anhang 

 

Abbildung 5-1: Sequenzvergleich der 14 RCARs aus A. thaliana und der drei RCARs 

aus M. polymorpha 

Dargestellt ist ein Auszug aus dem Sequenzvergleich der 14 RCARs aus A. thaliana und der 

drei RCARs aus M. polymorpha. Gelb hervorgehoben wurden die Aminosäuren, welche zur 

Struktur der Bindungstasche beitragen. 
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Abbildung 5-2: Sequenzvergleich der 9 PP2Cs aus A. thaliana und MpABI1 aus M. 

polymorpha 

Dargestellt ist die Phosphatasedomäne aus dem Sequenzvergleich der 9 PP2Cs aus 

A. thaliana und MpABI1 aus M. polymorpha.  
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